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RESUMEN  
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 La virulencia es una de las principales características de los patógenos, y su 
capacidad de evolución es fundamental en cuanto a la prevención de las enfermedades y 
al diseño de estrategias eficaces para su control. Sin embargo, el conocimiento de los 
complejos factores que pueden determinar la evolución de la virulencia es todavía muy 
escaso. El trabajo presentado en esta tesis pretende analizar los factores implicados en la 
evolución de la virulencia en poblaciones naturales del virus del mosaico del pepino 
(CMV) y su RNA satélite (RNAsat). 
 Entre 1986 y 1992 se produjo un síndrome de necrosis sistémica en los cultivos 
de tomate de la costa mediterránea española causado por CMV con RNAsat. En 1989 la 
incidencia de la necrosis comenzó a disminuir hasta su casi completa desaparición a 
partir de 1992. La existencia de aislados de CMV con RNAsat con posterioridad a la 
desaparición de la necrosis y la elevada correlación entre los síntomas de necrosis en 
tomate y la presencia de variantes de RNAsat necrogénicas indicó que la población de 
CMV y su RNAsat evolucionó hacia una menor virulencia. Esta situación era una buena 
oportunidad para el estudio de la evolución de la virulencia en un virus de plantas.  
 El trabajo se abordó mediante el análisis experimental de los factores de la 
eficacia biológica de CMV y de su RNAsat. Dicho análisis mostró que no existen 
diferencias entre las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas en cuanto a su 
infectividad y capacidad de acumulación en tomate, y que las variantes necrogénicas 
compiten mejor en infecciones mixtas, y se transmiten con mayor probabilidad a la 
descendencia de CMV, que las variantes no necrogénicas. Además, las variantes de 
RNAsat necrogénicas tienen un efecto negativo más acusado que las variantes no 
necrogénicas en la eficacia biológica de CMV, ya que reducen en mayor grado tanto la 
 XVI 
acumulación del virus en los tejidos infectados como la eficacia de su transmisión por 
pulgones. Por otro lado, los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos son más 
virulentos en tomate que los aislados de CMV sin RNAsat o con RNAsat no 
necrogénicos.  
 Estos resultados indican que la correlación entre la virulencia y la transmisión de 
CMV y su RNAsat es negativa para valores grandes de virulencia, es decir, cuando los 
RNAsat necrogénicos se asocian con CMV. Los modelos epidemiológicos de 
coevolución huésped-patógeno predicen que la virulencia de un patógeno puede 
evolucionar según distintas direcciones en función de la relación que exista entre la 
virulencia del patógeno y su transmisión. La aplicación de estos modelos al caso de 
CMV y su RNAsat permite predecir que la evolución de su virulencia en tomate 
depende del número de pulgones presentes en una planta y de la posibilidad de que 
existan acontecimientos de sobreinfección por aislados de CMV con RNAsat de plantas 
ya infectadas por CMV. Para valores pequeños e intermedios del número de pulgones 
por planta las predicciones de los modelos epidemiológicos se corresponden con la 
evolución observada en el campo hacia una menor virulencia. Cuando el número de 
pulgones por planta es superior o cuando se considera la posibilidad de sobreinfección, 
las predicciones pueden explicar la expansión epidémica de los RNAsat en la población 
de CMV. Tanto el número de pulgones por planta como las posibilidades de 
sobreinfección son factores epidemiológicos que podrían estar determinados por el 
tamaño de las poblaciones de pulgones en la región afectada por la epidemia de 
necrosis. Es importante destacar que la expansión de los RNAsat necrogénicos durante 
los primeros años de la epidemia coincidió aproximadamente con la expansión de las 
poblaciones de pulgones en la costa mediterránea, en especial de la especie Aphis 
gossypii (Glover), que es el vector más eficaz de CMV. Este dato apoya las predicciones 
realizadas por los modelos epidemiológicos sobre la evolución de la virulencia de CMV 
y su RNAsat. 
 La aplicación de los modelos epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno  
al caso de CMV y su RNAsat ha permitido estimar la importancia de factores que son 
difíciles de analizar experimentalmente, como por ejemplo los relacionados con la 
interacción ecológica entre un patógeno, su huésped y sus vectores. Este tipo de factores 
ecológicos pueden tener un papel fundamental en la evolución de las poblaciones de un 
patógeno en la naturaleza. 
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 Virulence is one of the most important properties of pathogens, and its evolution 
is critical to deal with prevention of diseases and to design effective disease-control 
strategies. Nevertheless, our knowledge of complex factors that could influence the 
evolution of virulence is scarce. In this work we analyse factors affecting virulence 
evolution in natural populations of cucumber mosaic virus (CMV) and its satellite RNA 
(satRNA).  
 From 1986 to 1992 a syndrome of systemic necrosis caused by CMV plus CMV-
satRNA occurred in tomato crops in eastern Spain. From 1989 onwards, the incidence 
of tomato necrosis diminished and almost completely disappeared after 1992. The 
existence  of CMV plus CMV-satRNA isolates after the disappearance of necrosis, and 
the high degree of correlation between necrosis symptoms and the presence of satRNA 
variants necrogenic for tomato showed the evolution of CMV plus CMV-satRNA 
towards decreased virulence. This was a good oportunity to study the evolution of 
virulence in a plant virus population.  
 We approached this work through the experimental analysis of fitness factors of 
CMV and satRNA. This analysis showed that satRNA variants necrogenic and non-
necrogenic for tomato do not differ in their infectivity and in their accumulation levels 
in tomato, and that necrogenic satRNA variants are favoured in mixed infections and are 
more effectively transmitted to the descendece of CMV compared with non-necrogenic 
satRNA variants. Moreover, necrogenic satRNA variants have a more pronounced  
negative effect on the fitness of CMV than non-necrogenic variants, as they have a 
greater depression effect on both virus accumulation in infected tissues and efficiency of 
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virus transmission by aphids. On the other hand, CMV plus necrogenic satRNA isolates 
are more virulent in tomato than those without satRNA or with non-necrogenic satRNA. 
 These results show that there is a negative correlation between virulence and 
transmission of CMV plus CMV-satRNA for high values of virulence, i.e. when 
necrogenic satRNAs are associated with CMV. The prediction of epidemiological 
models of host-pathogen coevolution is that virulence evolution will follow different 
paths depending on the relation between virulence and transmission of the pathogen. 
These models predict that the evolution of virulence of CMV and its satRNA depends 
on the number of aphids present in a single plant and on the possibility of superinfection 
of CMV infected plants by CMV plus satRNA isolates. For low and medium numbers 
of aphids per plant predictions of epidemiological models agree with the evolution 
towards decreased virulence in the field. For greater numbers of aphids per plant or 
when superinfections are possible, predictions of the models can explain the epidemic 
expansion of satRNAs in CMV population. Both the number of aphids per plant and the 
possibility of superinfection events are epidemiological factors that could be determined 
by the size of aphid populations in the region affected by the necrosis epidemic. It is 
important to note the coincidence between the expansion of necrogenic satRNAs early 
in the epidemic and the expansion of aphid populations in eastern Spain, specially those 
of Aphis gossypii (Glover), the most efficient vector of CMV. This supports the 
predictions of the epidemiological models about the evolution of virulence of CMV and 
its satRNA.  
 In the case of CMV and its satRNA, epidemiological models of host-pathogen 
coevolution have allowed an estimation of factors difficult to analyse experimentally, 
like those related to the ecological interaction between pathogens, their hosts and 
vectors. These factors could have an important role in the evolution of populations of 
pathogens in nature. 
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ed. (eds.) Editor (es) 
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 XXIII
UNIDADES DE MEDIDA UTILIZADAS 
 
 
cm centímetro 
g gramo 
g aceleración de la gravedad (9,8 m/s2) 
ha hectárea 
kDa kilodalton 
M molar 
mg miligramo 
ml mililitro 
mM milimolar 
nm nanómetro 
V voltio 
% porcentaje 
ºC grado centígrado 
µg microgramo 
µl microlitro 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ÍNDICE 
Índice 
 XXVII
 
 
 
 
1.- INTRODUCCIÓN...........................................................................................…  1
1.1.- Factores implicados en la evolución de los virus de plantas.........................  4
1.2.- Evolución de la asociación huésped-patógeno .............................................  10
1.2.1.- Modelos de coevolución huésped-patógeno .....................................  11
1.2.2.- Modelos epidemiológicos de evolución de la virulencia ..................  13
1.2.2.1.- Selección del patógeno por su capacidad de transmisión 
entre huéspedes .................................................................. 14
1.2.2.2.- Selección del patógeno por su capacidad de competición 
en el huésped ...................................................................... 17
1.2.2.3.- Efecto de la sobreinfección en la selección de la virulencia 19
1.2.2.4.- Selección en condiciones epidémicas ................................. 20
1.2.3.- Validez experimental de los modelos de evolución de la virulencia 21
1.3.- El Virus del mosaico del pepino y su RNA satélite en tomate ..................... 22
1.3.1.- El Virus del mosaico del pepino ........................................................ 22
1.3.2.- El RNA satélite de CMV ................................................................... 25
1.3.3.- Control del Virus del mosaico del pepino ......................................... 27
1.3.4.- Una epidemia del Virus del mosaico del pepino y su RNA satélite 
en tomate ........................................................................................... 30
2.- OBJETIVOS ........................................................................................................ 33
3.- MATERIALES Y MÉTODOS........................................................................... 37
3.1.- Material biológico ......................................................................................... 39
3.1.1.- Aislados de campo de CMV con RNA satélite ................................. 39
3.1.2.- Cepas y aislados de CMV usados como virus auxiliar ..................... 39
3.1.3.- Material vegetal.........................................................................……   40
3.2.- Extracción y análisis del RNA viral ............................................................. 40
3.2.1.- Extracción del RNA de CMV y de CMV con RNA satélite ............. 40
3.2.2.- Análisis del RNA de aislados de CMV con RNA satélite ................ 42
3.3.- Clonaje de cDNA de las variantes de RNA satélite ..................................... 43
3.4.- Secuenciación del cDNA de las variantes de RNA satélite de CMV ........... 44
3.5.- Obtención de RNA infectivo de CMV y de CMV con RNA satélite ........... 44
Índice 
 XXVIII 
3.6.- Ensayos biológicos ....................................................................................... 45
3.6.1.- Inoculación de CMV y CMV con RNA satélite en tomate ............... 45
3.6.2.- Ensayos de transmisión de CMV y su RNA satélite por pulgones… 46
3.7.- Análisis y cuantificación de CMV y del RNA satélite ................................ 47
3.7.1.- Análisis cualitativo de la infección por CMV y RNA satélite .......... 47
3.7.2.- Análisis del RNA encapsidado por CMV ......................................... 48
3.7.3.- Cuantificación de partículas virales de CMV ................................... 48
3.7.4.- Cuantificación del RNA satélite de CMV ........................................ 48
3.8.- Análisis estadísticos ..................................................................................... 49
4.- RESULTADOS…………………………………………………………………. 51
4.1.- Evolución de la virulencia de CMV y de su RNA satélite en poblaciones 
naturales ........................................................................................................ 53
4.1.1.- Análisis de las frecuencias de CMV y RNA satélite durante la 
epidemia de necrósis de tomate ........................................................ 54
4.1.2.- Análisis del fenotipo de las variantes de RNA satélite de CMV ...... 58
4.2.- Factores de la eficacia biológica del RNA satélite de CMV relacionados 
con su ciclo biológico ................................................................................... 65
4.2.1.-  Infectividad del RNA satélite de CMV ............................................ 66
4.2.2.-  Acumulación del RNA satélite de CMV .......................................... 67
4.2.3.-  Encapsidado del RNA satélite en las partículas de CMV ................ 69
4.2.4.-  Transmisión del RNA satélite a la descendencia de CMV .............. 72
4.3.- Factores de la eficacia biológica del RNA satélite de CMV relacionados 
con su interaccción con el virus auxiliar ....................................................... 75
4.4.- Factores de la eficacia biológica de CMV y su RNA satélite relacionados 
con su transmisisón por vectores ...................................…………………... 76
4.4.1.-  Transmisión de CMV y su RNA satélite por pulgones .........……. 76
4.4.2.-  Relación entre la frecuencia de transmisión de CMV y su 
acumulación en los tejidos infectados .....................................……. 80
4.5.- Virulencia de CMV y su RNA satélite en tomate ......................................... 84
4.5.1.- Efecto de CMV y su RNA satélite en el crecimiento de las plantas 
de tomate ............................................................................……….. 84
4.5.2.- Efecto de CMV y su RNA satélite en la senescencia de las plantas 
de tomate ............................................................................……….. 86
Índice 
 XXIX
4.6.- Evolución de la virulencia de CMV y su RNA satélite. Aplicación de 
modelos epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno……………... 90
4.6.1.- Estimación de la virulencia de CMV y su RNA satélite ................... 91
4.6.2.- Estimación de la tasa de transmisión de CMV y su RNA satélite ..... 94
4.6.3.- Predicciones sobre la evolución de la virulencia de CMV y su RNA 
satélite ……………………………………………………………. 96
4.6.4.- Dinámica de las poblaciones de plantas infectadas por CMV y su 
RNA satélite ...........................................................................……... 100
5.- DISCUSIÓN ........................................................................................................ 109
5.1.- Evolución de la virulencia en la población del RNA satélite de CMV ........ 111
5.2.- Factores de la eficacia biológica de CMV y su RNA satélite ....................... 116
5.3.- Predicciones sobre la evolución de la virulencia de CMV y su RNA 
satélite ……………………………………………………………………... 122
6.- CONCLUSIONES .............................................................................................. 129
7.- BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................. 133
ANEJO …………………………………………………………………………….. 151
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.- INTRODUCCIÓN 
Introducción 
 3
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La agricultura se enfrenta continuamente con la aparición de nuevas plagas y 
enfermedades y con el cambio de los agentes que las producen. La capacidad de 
variación y evolución de estos agentes puede comprometer seriamente la eficacia de las 
estrategias diseñadas para su control. En el caso de las enfermedades producidas por 
virus, los métodos de control más frecuentes son el uso de medidas preventivas 
destinadas a reducir las fuentes de inóculo (Moriones y Luis, 1996), el control químico 
de los organismos vectores para limitar la dispersión del virus (Loebenstein y Raccah, 
1980; Satapathy, 1998; Walsh, 1998), y el uso de la resistencia para impedir el 
desarrollo de la infección. Las plantas pueden resultar resistentes a la infección por virus 
cuando se han introducido en su genoma genes de resistencia procedentes de otros 
genotipos o especies mediante técnicas de mejora convencional (Fraser, 1998), o 
secuencias derivadas del virus mediante técnicas de ingeniería genética (resistencia 
derivada del patógeno) (Baulcombe, 1996). Además las plantas pueden adquirir 
resistencia a un virus al ser inoculadas con cepas atenuadas de éste (protección cruzada) 
(Fraser, 1998; Lecoq, 1998). La capacidad de variación y evolución de los virus y de 
sus vectores puede limitar en gran medida la eficacia de estas estrategias de control. Es 
frecuente, por ejemplo, que los vectores puedan desarrollar resistencia a la acción de los 
productos fitosanitarios (May, 1993; McKenzie y Batterham, 1994), y que aparezcan 
nuevas cepas del virus de mayor virulencia capaces de superar la protección conferida a 
la planta por los genes de resistencia (Harrison y col., 1987). Además, el uso de la 
protección cruzada y de la resistencia derivada del patógeno implica riesgos importantes 
por la posible aparición de formas virulentas del virus, tanto por la capacidad de 
variación de las cepas atenuadas usadas en protección cruzada como por la posibilidad 
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de recombinación en las plantas entre el virus y el RNA transcrito a partir de un 
transgen (Gibbs y col., 1997; Jakab y col., 1997). Por todo ello y para el desarrollo de 
estrategias de control eficaces a largo plazo, es necesario un mejor conocimiento de la 
capacidad de variación de los virus, de los mecanismos que determinan su evolución en 
la naturaleza, y de los factores genéticos y ecológicos implicados en la interacción entre 
los virus, sus huéspedes y sus vectores.  
 Una de las principales características de los patógenos capaz de variar y 
evolucionar es la virulencia. El conocimiento de los mecanismos implicados en la 
evolución de la virulencia es clave en el diseño de medidas eficaces para combatir las 
enfermedades y limitar sus consecuencias negativas. Aunque la evolución de la 
virulencia se ha analizado experimentalmente en un cierto número de patógenos (Ebert, 
1998), existen muy pocos trabajos que analicen dicha evolución en condiciones 
naturales. El trabajo más detallado es el realizado por Fenner y colaboradores  sobre el 
Virus de la mixomatosis del conejo (género Leporipoxvirus) en Australia (revisado en 
Fenner, 1995). Que el autor conozca, no existen en la bibliografía trabajos similares 
realizados con algún virus de plantas. 
 Esta tesis trata del análisis de los factores que determinan la evolución de la 
virulencia en poblaciones naturales del Virus del mosaico del pepino (CMV, género 
Cucumovirus) y su RNA satélite (RNAsat) en tomate.  
 
 
 
1.1.- FACTORES IMPLICADOS EN LA EVOLUCIÓN DE LOS VIRUS DE 
PLANTAS 
 
 La evolución es el proceso por el cual la estructura genética de la población de 
un organismo cambia con el tiempo, y tiene lugar en dos fases independientes: la 
primera consiste en la generación de variabilidad genética en cada generación y la 
segunda determina la estructura genética de la población y su cambio temporal a partir 
del material genético disponible. Si se concede a la selección natural el papel principal 
en esta segunda fase, en cada generación sobrevivirán aquellos individuos con mayor 
eficacia biológica, entendiendo por eficacia biológica la capacidad de reproducción 
relativa con la que cada individuo contribuye a la nueva generación en unas 
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determinadas condiciones ambientales (Maynard Smith, 1989). Además, el azar puede 
estar implicado en cualquier fase del proceso evolutivo, desde por ejemplo la 
determinación del punto donde una mutación produce variabilidad, hasta la 
determinación de los individuos que pasan a la siguiente generación por fenómenos de 
deriva genética (Mayr, 1994). 
 A pesar de que la capacidad de variación de los virus se conoce desde el 
principio de la virología, el estudio de su evolución no alcanzó inicialmente un 
desarrollo importante, quizá por la dificultad de encontrar características virales 
adecuadas para analizarla de forma experimental y de averiguar a qué niveles podía 
actuar la selección natural (Morse, 1994). A partir del desarrollo de la biología 
molecular y de su aplicación a la biología evolutiva, el estudio de la evolución de los 
virus comenzó a despertar un interés creciente y a experimentar un notable desarrollo. 
El análisis de la capacidad de variación y evolución de los virus se ha abordado por 
distintos autores según las teorías neutralista y seleccionista. La teoría neutralista 
(Kimura, 1968) considera que la mayor parte de los cambios moleculares son neutrales 
y no resultan ventajosos para los individuos que los portan (carecen de valor selectivo 
positivo), reservando a la selección negativa la eliminación de las mutaciones 
perjudiciales y a la deriva genética el papel principal como mecanismo evolutivo (Sala y 
Wain-Hobson, 1999). En cambio, la teoría seleccionista considera que el proceso más 
importante en la evolución es la fijación de los cambios moleculares ventajosos 
(selección natural positiva). La evolución de algunos virus se ha interpretado según 
ambas teorías evolutivas. Este es el caso, por ejemplo, de los trabajos de Gojobori y 
colaboradores (1990) y de Fitch y colaboradores (1991) sobre la evolución del Virus A 
de la gripe (género Influenzavirus A, B). 
El análisis de la evolución viral ha incluido también a los virus de plantas, que desde las 
primeras pruebas de su capacidad de variación (McKinney, 1935) han sido objeto de 
investigación para desvelar sus orígenes, sus relaciones taxonómicas y los mecanismos 
implicados en su evolución. Los trabajos sobre los mecanismos de  variabilidad y 
evolución de virus de plantas han sido revisados recientemente por varios autores 
(Gibbs y col., 1997; Roossinck, 1997; Bujarski, 1999; García-Arenal y col., 1999; 
Gibbs y col., 1999). Los experimentos de pases seriados tanto con cepas de laboratorio 
como con inóculo derivado de clones de cDNA biológicamente activos indican que los 
virus de plantas tienen una alta capacidad de variación y que las mutaciones pueden 
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acumularse con rapidez en sus poblaciones. Los mecanismos de generación de 
variabilidad genética en virus de plantas se han estudiado en profundidad (Roossinck, 
1997; Bujarski, 1999), y un número razonable de trabajos se han centrado en 
caracterizar la diversidad y estructura genéticas de sus poblaciones (García-Arenal y 
col., 1999; Gibbs y col., 1999). Estos trabajos muestran que una gran capacidad de 
variación no siempre se traduce en una gran diversidad genética. De hecho, las 
poblaciones naturales de virus de plantas muestran en general una elevada estabilidad, 
independientemente de que se trate de virus de DNA o RNA (Gibbs y col., 1999),  
incluso cuando se analizan largas series temporales de aislados de un mismo virus 
(Hillman y col., 1991; Skotnicki y col., 1993; Fraile y col., 1997b). Aunque los trabajos 
sobre la diversidad y estructura genéticas de las poblaciones de virus de plantas son más 
o menos numerosos, son pocos los casos en los que se han analizado los factores que 
determinan dicha estructura genética. Como se describe a continuación, los factores 
asociados con la selección, la deriva genética y las interacciones entre virus, así como 
los factores epidemiológicos, pueden relacionarse con diferentes fases del ciclo 
biológico de los virus. 
 
Selección  
 La selección es el proceso por el que las variantes genéticas mejor adaptadas 
aumentan su frecuencia en las poblaciones y las peor adaptadas son eliminadas. Las 
presiones selectivas pueden estar asociadas a distintas fases del ciclo biológico de un 
virus determinando así su eficacia biológica. Un primer grupo de factores de selección 
puede relacionarse con el mantenimiento de determinadas características estructurales 
necesarias para determinadas funciones biológicas del virus. Un ejemplo es la elevada 
conservación de los aminoácidos implicados en el ensamblaje y estabilización de las 
partículas virales (Altschuh y col., 1987) o la estabilidad en regiones del genoma 
relacionadas con la replicación (Kurath y col., 1993; Bacher y col., 1994; Argüello-
Astorga y col., 1994; Sanz y col., 1999). El mantenimiento de una estructura molecular 
funcional se considera el principal factor de selección en moléculas no codificantes 
como los RNAs satélites o los viroides (Fraile y García-Arenal, 1991; Kofalvi y col., 
1997; Ambros y col., 1998). 
 La selección puede asociarse también con factores de la eficacia biológica del 
virus implicados en la interacción con su huésped o sus vectores. Varios ejemplos 
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demuestran que la selección asociada a huésped puede operar sobre distintas variantes 
genéticas en experimentos de pases seriados (Donis-Keller y col., 1981; Kurath y 
Palukaitis, 1990; Moriones y col., 1991) o sobre distintos  pseudorrecombinantes en 
experimentos de intercambio genético (Qiu y col., 1998). La distribución de las 
poblaciones naturales de virus de plantas en relación con las especies del huésped, así 
como la coevolución de algunos grupos de virus junto con sus huéspedes, que se ha 
sugerido en el caso de los Tobamovirus, pueden  explicarse también por procesos de 
selección asociada a huésped (Skotnicki y col., 1996; Lartey y col., 1996; Kofalvi y 
col., 1997; Gibbs, 1999). Los factores que pueden estar implicados en este tipo de 
presión selectiva no están claros en general, aunque el transporte y la colonización del 
huésped pueden ser buenos candidatos, ya que estas funciones se han relacionado con la 
resistencia de la planta a la infección (Atabekov y Dorokhov, 1984). 
 La selección asociada al vector ha sido puesta de manifiesto en varios virus al 
observarse que algunas cepas mantenidas en laboratorio por transmisión mecánica 
perdían su capacidad de transmisión a través de vectores (Reddy y Black, 1977; Pirone 
y Blanc, 1996). La selección asociada al vector puede explicar por ejemplo los 
resultados de experimentos de transmisión por pulgones de Cucumovirus, en los que 
ciertos tipos genéticos eran transmitidos de forma preferencial a partir de infecciones 
mixtas (Perry y Francki, 1992; Fraile y col., 1997a). Factores como la interacción entre 
las proteínas del virus y las proteínas del vector o como la multiplicación y la 
acumulación del virus en los tejidos de la planta podrían estar implicados en la selección 
asociada al vector (Banik y Zitter, 1990; Gray y col., 1991; Gray y Banerjee, 1999). 
  
Deriva genética 
 La deriva genética consiste en los cambios al azar que se producen en la 
estructura genética de la población de un organismo cuando sólo unos pocos genotipos 
pasan a iniciar una nueva población (cuello de botella). Entre las consecuencias más 
importantes de los fenómenos de deriva genética asociados con los cuellos de botella se 
incluyen la fijación de alelos independientemente de su eficacia biológica (Nei, 1987) y 
la reducción de eficacia biológica en poblaciones asexuales por acumulación de 
mutaciones perjudiciales, fenómeno que se ha denominado "trinquete de Muller" 
(Muller’s ratchet) (Muller, 1964; Lynch y col., 1993). El efecto de "trinquete de 
Muller" sólo se ha comprobado experimentalmente en las poblaciones de algunos virus 
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como el Bacteriófago φ6 de Pseudomonas (género Cystovirus) (Chao, 1990) y el Virus 
de la estomatitis vesicular (VSV, género Rhabdovirus) (Duarte y col., 1992; Novella y 
col., 1995). Sin embargo, las consecuencias de la deriva genética en poblaciones de 
virus de plantas no han sido analizadas experimentalmente, aunque algunos autores han 
señalado que este tipo de fenómenos pueden ser importantes en la evolución de su 
estructura genética (Roossinck, 1997; García-Arenal y col., 1999; Gibbs y col., 1999). 
Pirone y Blanc (1996) han sugerido que la transmisión no persistente de los virus por 
pulgones puede representar cuellos de botella poblacionales, y que el mecanismo de 
transmisión dependiente de un factor auxiliar podría compensar en algunos casos la 
disminución de eficacia biológica asociada con dichos cuellos de botella. Aunque estas 
suposiciones no han sido comprobadas de forma experimental, la existencia de cuellos 
de botella asociados a ciertas funciones biológicas, como la transmisión del virus entre 
plantas, podrían explicar los cambios al azar de genotipo observados en experimentos 
de pases seriados (Aldaoud, 1989; Kurath y Palukaitis, 1989a; Kurath y Dodds, 1995), y 
los distintos patrones de distribución de la estructura genética en poblaciones naturales 
de algunos virus (Moya y col., 1993; Fraile y col., 1996; Fraile y col., 1997a).  
 
Interacciones entre virus 
 Las interacciones entre virus pueden tener una gran influencia en la evolución de 
la estructura genética de las poblaciones de virus de plantas. Un caso importante de 
interacción es el fenómeno de complementación, que permite que variantes defectivas 
en alguna función biológica puedan mantenerse en la población porque otra variante no 
defectiva complementa dicha función. De esta forma, la complementación puede 
modificar el efecto de la selección y modular de forma importante el proceso evolutivo. 
El único caso en el que se ha obtenido una estima cuantitativa del efecto de la 
complementación en la evolución de virus de plantas es el análisis realizado por Moreno 
y colaboradores (1997) para el Virus de la aspermia del tomate (TAV, género 
Cucumovirus), en el que un mutante del RNA3 defectivo para el movimiento de célula a 
célula y que presentaba una elevada eficacia en replicación, podía ser complementado 
por variantes competentes para movimiento. La estimación del grado de 
complementación a partir de las eficacias biológicas de variantes defectivas y 
competentes permitió prever que el mutante defectivo podría mantener una alta 
frecuencia en la población. 
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 Otro tipo de interacción con importantes consecuencias evolutivas se ha descrito 
entre el Virus del mosaico de tabaco (TMV, género Tobamovirus) y el Virus del 
mosaico verde atenuado del tabaco (TMGMV, género Tobamovirus) (Fraile y col., 
1997b). La presencia de ambos virus se detectó en plantas de herbario de Nicotiana 
glauca Graham australianas recogidas antes de 1950, sin embargo sólo TMGMV estaba 
presente en las muestras más recientes, lo que sugería la desaparición de TMV de esta 
población. En experimentos de coinfección de plantas de N. glauca con ambos virus se 
demostró que la presencia de TMGMV reducía alrededor de diez veces la acumulación 
de TMV. Este efecto podría haber significado la reducción de la concentración de TMV 
en las plantas por debajo de un umbral mínimo que asegurara la transmisión de este 
virus, favoreciéndose la acumulación de mutaciones perjudiciales por el mecanismo del 
"trinquete de Muller" y provocando la desaparición de TMV de la población. 
 Por último, la interacción entre virus defectivos y virus auxiliares puede 
constituir un factor importante en la determinación de la estructura genética de las 
poblaciones de ambos virus. Un ejemplo bien estudiado es la interacción entre CMV y 
su RNAsat, para la que se ha descrito el efecto del virus auxiliar (CMV) en la estructura 
genética del RNAsat, pero este caso será comentado en el apartado 1.3. 
 
Factores epidemiológicos 
 Múltiples factores asociados con la ecología de los virus, derivados de su 
interacción con sus huéspedes y sus vectores, como son la transmisión y la virulencia, 
pueden jugar un papel importante en la evolución de sus poblaciones. Aunque tales 
factores no han sido analizados en virus de plantas, su importancia epidemiológica se ha 
puesto de manifiesto en modelos teóricos que analizan la evolución de los parásitos y 
sus huéspedes (May, 1995).  
  
 
 En este apartado se han citado los factores más importantes que pueden 
determinar la evolución de los virus de plantas, algunos de ellos relacionados con el 
huésped o sus vectores. De forma recíproca, los virus, y en un sentido más amplio los 
patógenos y parásitos en general, constituyen también un importante factor 
determinante en la evolución del huésped (Ebert, 1994). Los parásitos pueden ser 
responsables de gran parte de la variabilidad genética existente en las poblaciones de 
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sus huéspedes y regular su magnitud y distribución geográfica (May y Anderson, 1983). 
Esta interacción recíproca entre huéspedes y parásitos hace necesario el estudio de su 
evolución en el contexto de la asociación huésped-parásito, cuyos aspectos más 
relevantes se indican en el apartado siguiente. Hay que destacar que en la bibliografía se 
utiliza indistintamente el término parásito o patógeno para referirse a un mismo tipo de 
organismo. Esta tesis trata sobre la evolución de un virus patógeno de plantas, por lo 
que se ha preferido utilizar a partir de ahora el término patógeno para referirse a un 
microparásito que vive y se reproduce a expensas de un huésped.  
 
 
 
1.2.- EVOLUCIÓN DE LA ASOCIACIÓN HUÉSPED-PATÓGENO 
 
 La dinámica de la asociación huésped-patógeno ha sido estudiada mediante el 
desarrollo de modelos matemáticos que se basan en consideraciones teóricas sobre la 
distribución de los caracteres de resistencia del huésped y de virulencia del patógeno en 
sus respectivas poblaciones. La interacción entre los patógenos y sus huéspedes 
presenta una doble componente: genética y epidemiológica. Los modelos que analizan 
la componente genética describen los cambios que se producen en las frecuencias de 
genotipos en las poblaciones del huésped y del patógeno sin tener en cuenta los posibles 
cambios de tamaño  y de densidad de esas poblaciones. Por el contrario los modelos que 
consideran la componente epidemiológica describen los cambios que la acción del 
patógeno sobre su huésped provoca en el tamaño de las poblaciones de ambos, sin tener 
en cuenta los cambios genéticos que dicha acción pudiera producir en ellas (May, 
1995). Esta separación se debe a la dificultad de integrar en un único modelo todos los 
parámetros necesarios para cuantificar la variación con el tiempo de los factores que 
pueden intervenir en la interacción huésped-patógeno (Frank, 1992b).   
 Los modelos epidemiológicos que estudian la interacción huésped-patógeno 
están básicamente orientados al análisis de la evolución de la virulencia. Pese a las 
múltiples acepciones que este término tiene, su significado biológico está relacionado 
con la reducción que la infección por el patógeno produce en la eficacia biológica del 
huésped, y por tanto en su capacidad reproductiva (Read, 1994). La virulencia es pues el 
principal factor epidemiológico, ya que determina el tamaño de la población del 
huésped, del que a su vez el patógeno depende para su multiplicación y transmisión.  
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 Además del importante interés teórico de los modelos genéticos y 
epidemiológicos de evolución huésped-patógeno, sus conclusiones tienen importantes 
consecuencias prácticas en cuanto al establecimiento de comportamientos sociales y de 
aplicaciones tecnológicas destinados a mejorar las estrategias de control de las 
enfermedades, tanto en el campo de la medicina como de la veterinaria y de la 
agricultura (Leonard y Czochor, 1980; Bull, 1994; Frank, 1996). 
 En los siguientes apartados se presentan los principales modelos de coevolución 
huésped-patógeno y los principales modelos de evolución de la virulencia, describiendo 
brevemente sus características y conclusiones más relevantes. 
 
 
1.2.1.- Modelos de coevolución huésped-patógeno 
 
Los modelos genéticos de coevolución huésped-patógeno se desarrollaron 
originalmente para analizar las interacciones entre las plantas y sus patógenos, y se 
basan en la observación de asociaciones específicas entre genotipos del huésped y 
genotipos del patógeno. De esta forma y teniendo en cuenta un sistema de un locus y 
dos alelos, a cada par de alelos de susceptibilidad-resistencia en el huésped le 
correspondería un par de alelos de virulencia-avirulencia en el patógeno. Estas 
interacciones gen a gen fueron descritas por primera vez por Flor (1955; 1971) en la 
interacción entre la roya del lino (Melampsora lini (Ehrenb.) Lév.) y su huésped (Linum 
usitatissimum L.), identificándose hasta 29 factores de resistencia en el lino que se 
correspondían con otros tantos factores de virulencia en la roya. Desde entonces se han 
descrito relaciones gen a gen en muchas otras interacciones de plantas con hongos, virus 
o bacterias (Burdon, 1987). Basándose en la interacción gen a gen, los modelos 
incluyen dos consideraciones teóricas importantes. En primer lugar suponen que la 
eficacia biológica del huésped depende de las frecuencias génicas de la virulencia en la 
población del patógeno y, recíprocamente, la eficacia biológica del patógeno depende 
de las frecuencias génicas de la resistencia en la población del huésped. En segundo 
lugar suponen que la existencia de polimorfismos en la población del patógeno implica 
un coste asociado al mantenimiento de factores de virulencia innecesarios en ausencia 
de los correspondientes factores de resistencia en el huésped. De forma recíproca, 
existiría un coste asociado a la resistencia del huésped por la permanencia de factores de 
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resistencia en ausencia de los correspondientes factores de virulencia en el patógeno. 
Partiendo de estas consideraciones los modelos predicen que en condiciones de 
equilibrio del sistema: a) la frecuencia de un factor de resistencia aumentará cuanto 
mayor sea el coste asociado al correspondiente factor de virulencia; b) la frecuencia de 
un factor de virulencia aumentará cuanto menor sea el coste asociado al correspondiente 
factor de resistencia. De esta forma las frecuencias génicas en las poblaciones del 
huésped y del patógeno estarán y variarán ligadas hasta que las diferencias de eficacia 
biológica entre los factores de virulencia y avirulencia del patógeno (coste de la 
virulencia) se equilibren con las diferencias de frecuencia de los factores de resistencia 
y susceptibilidad (Leonard y Czochor, 1980; Frank, 1992b). 
 El análisis de los polimorfismos de resistencia y virulencia en algunas 
poblaciones naturales de huéspedes y patógenos indican que, aunque los factores de 
resistencia sean numerosos en la población del huésped, su frecuencia en los individuos 
es relativamente baja, mientras que la frecuencia de los factores de virulencia es alta en 
los individuos de la población del patógeno (Dinoor y Eshed, 1987; Clarke y col., 1990; 
Burdon y Jarosz, 1991; Burdon, 1993). Según la predicción de los modelos genéticos de 
coevolución huésped-patógeno, esta situación correspondería a bajos costes asociados a 
la virulencia y a la resistencia en las poblaciones de patógenos y huéspedes (Frank, 
1992b). 
Como ya se ha comentado, los modelos basados en consideraciones 
estrictamente epidemiológicas se centran principalmente en el análisis de la evolución 
de la virulencia, ya que este es el factor principal de los cambios en la densidad de las 
poblaciones de huéspedes y patógenos. Este segundo tipo de modelos se presentan  
específicamente en el apartado siguiente. 
Una tercera clase de modelos pretende describir situaciones más realistas de la 
interacción de los huéspedes y sus patógenos integrando los factores genéticos 
anteriormente descritos con algunos factores epidemiológicos (Gillespie, 1975; May y 
Anderson, 1983; 1990). Uno de estos factores tiene en cuenta la disminución ocasional 
del tamaño de la población del huésped (y por consiguiente del patógeno) producida por 
un desarrollo epidémico de la enfermedad. Como consecuencia, la recolonización de la 
población se realizará por genotipos poco frecuentes del huésped que son resistentes al 
genotipo más frecuente del patógeno, seguida por la recolonización con genotipos poco 
frecuentes del patógeno capaces de infectar a los nuevos genotipos resistentes del 
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huésped. Tales recolonizaciones tienden a reducir los polimorfismos de resistencia y 
virulencia en las poblaciones del huésped y del patógeno, que tenderán a un nuevo 
equilibrio. A su vez, las recolonizaciones pueden suponer nuevos desarrollos 
epidémicos de la enfermedad. De este modo, los ciclos epidémicos sucesivos podrían 
causar cambios temporales radicales en las frecuencias genéticas de las poblaciones de 
patógenos y huéspedes (Frank, 1992b). Un segundo factor epidemiológico importante 
son los acontecimientos ocasionales de migración de genotipos del patógeno entre 
poblaciones separadas en el espacio. El análisis de los polimorfismos de algunas 
poblaciones naturales de huéspedes y patógenos indica que entre poblaciones separadas 
geográficamente puede existir un elevado grado de diversidad genética (Burdon y col., 
1990; Clarke y col., 1990). Por tanto, la migración ocasional puede ser una fuente de 
nuevos genotipos de virulencia, que podrán dispersarse de forma local y epidémica en 
cada una de las poblaciones, produciendo nuevos ciclos de variación temporal de los 
polimorfismos. El resultado global indica que los polimorfismos genéticos pueden 
mantenerse en la población, bien de forma estable, o bien de forma cíclica o caótica, 
dependiendo de la dinámica de las frecuencias genéticas que según los casos puede 
resultar impredecible (May y Anderson, 1983; 1990). Además, teniendo en cuenta los 
polimorfismos a escala espacial, los costes asociados a la resistencia del huésped y a la 
virulencia del patógeno siguen siendo los mecanismos de regulación del equilibrio de 
las frecuencias genéticas (Frank, 1992b). 
 
  
1.2.2.- Modelos epidemiológicos de evolución de la virulencia  
 
 Los modelos genéticos de coevolución patógeno-huésped indican que el 
mantenimiento del polimorfismo genético en las poblaciones del patógeno y del 
huésped es posible si existen costes biológicos asociados a la virulencia del patógeno y 
a la resistencia del huésped. En ausencia de otros factores, la evolución hacia formas de 
menor virulencia y de menor resistencia sería beneficiosa para ambos elementos de la 
interacción. De hecho, los partidarios de las teorías de selección de grupo afirman que 
los patógenos bien adaptados deberían evolucionar para perjudicar lo mínimo al 
huésped, del que depende su supervivencia (Palmieri, 1982; Holmes, 1982). Allison 
(1982) ha descrito algunos ejemplos de patógenos que son poco virulentos en aquellos 
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huéspedes con los que han coexistido largo tiempo manteniendo una relación estable, y 
que muestran mayor virulencia cuando se introducen en otras regiones o atacan a 
huéspedes establecidos recientemente en la región. Sin embargo, la disminución de la 
virulencia del patógeno no siempre se produce. Existen interacciones huésped-patógeno 
en las que la muerte del huésped es parte integral del ciclo de transmisión del patógeno 
(May y Anderson, 1990). Así mismo, en poblaciones naturales de patógenos de 
animales y de plantas se han descrito numerosos casos de polimorfismos asociados con 
la virulencia (Burdon, 1987; Power, 1992; Read, 1994), en los que la virulencia puede 
estar sujeta a selección (Bull y col., 1991; Read, 1994; Messenger y col., 1999). La 
evolución de la virulencia cuando las poblaciones del patógeno y del huésped están 
sometidas a diferentes grados de presión selectiva se ha estudiado a través de modelos 
teóricos en los que se analiza la interrelación de los factores asociados con la virulencia 
del patógeno con los factores asociados con su transmisión (Garnett y Antia, 1994; 
May, 1995). La conclusión fundamental de estos modelos es que la evolución de la 
virulencia puede seguir múltiples direcciones, dependiendo de la interrelación entre la 
virulencia y la transmisión en cada caso concreto (Anderson y May, 1982; May, 1995). 
Desde un punto de vista epidemiológico esta interrelación determina el coste biológico 
asociado con la virulencia del patógeno. La complejidad de estos modelos va 
aumentando a medida que se consideran un mayor número de factores sometidos a 
selección (Read, 1994; Bull, 1994; Frank, 1996). A continuación se describen las 
consideraciones teóricas, la formulación matemática y las conclusiones de los modelos 
de evolución de la virulencia que se consideran más relevantes, en orden de menor a 
mayor complejidad. 
 
 
1.2.2.1.- Selección del patógeno por su capacidad de transmisión entre huéspedes 
 
 Los modelos de evolución de la virulencia más sencillos suponen que la 
selección natural opera únicamente sobre las componentes de la eficacia biológica que 
afectan a la transmisión del patógeno entre sus huéspedes. En un principio se considera 
que la transmisión es horizontal, es decir, los huéspedes que reciben la nueva infección 
no son descendientes directos de los huéspedes origen de la infección. En un segundo 
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nivel de complejidad, los modelos contemplan la posible transmisión vertical del 
patógeno a los descendientes directos del huésped infectado. 
 
Transmisión horizontal 
 Los modelos que se describen en este apartado están basados en el conjunto de 
ecuaciones diferenciales propuestas por Anderson y May (1979) para analizar el efecto 
de regulación de la población de un huésped por un microparásito. Estas ecuaciones 
representan la variación con respecto al tiempo t de las densidades de individuos 
susceptibles X(t), infectados Y(t) y recuperados o inmunes Z(t), en la población total del 
huésped N = X + Y + Z : 
 
 
 
 
 
         
 
donde β, b, α y ν son parámetros epidemiológicos que representan las tasas per capita 
de transmisión del patógeno, de mortalidad del huésped en ausencia de enfermedad, 
mortalidad del huésped debida a la enfermedad y de recuperación del huésped, 
respectivamente, por unidad de tiempo; y B (X,Y,Z) es una función que representa la 
tasa de aumento de individuos susceptibles, que puede depender de la distribución de la 
enfermedad en la población del huésped. 
 Modelos con esta formulación (Bremermann, 1980; Anderson y May, 1982; 
May y Anderson, 1983) han servido para evaluar la eficacia biológica del patógeno en 
función de los valores que tomen los parámetros epidemiológicos en las Ecuaciones 1.1. 
Estos parámetros se relacionan entre sí a través de la expresión de la tasa neta 
reproductiva de Fisher para el patógeno, R0 : 
         
 
 
donde β, b, α, ν y N son los mismos parámetros y variable indicados en las 
Ecuaciones 1.1. R0  representa el número de infecciones secundarias producidas por un 
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huésped infectado cuando es introducido en una población no infectada (Dietz, 1975; 
Yorke y col., 1979; Anderson y May, 1981), y es una medida válida de la eficacia 
biológica del patógeno cuando el sistema huésped-patógeno está en equilibrio (May, 
1995; Frank, 1996). El cociente: 1 / (b + α + ν) en la Ecuación 1.2 representa el tiempo 
tβ durante el cual la transmisión del patógeno es posible antes de que el huésped muera 
o se recupere de la enfermedad. Estos modelos suponen que la selección natural 
favorecerá el valor máximo de R0, y que este valor dependerá de la interrelación entre la 
virulencia y la transmisión (modelos de "interacción virulencia-transmisión", o modelos 
"trade-off") (Fenner y col., 1956; Anderson y May, 1982; Lenski, 1988). Los 
parámetros que afectan a la transmisión (β y tβ) se correlacionan con la virulencia a 
través de la tasa de multiplicación del patógeno en el huésped, de forma que cuanto 
mayor sea ésta, mayor será la virulencia α, mayor será la tasa de transmisión β y menor 
el tiempo tβ en el que la transmisión es posible. De esta forma, la tasa de transmisión del 
patógeno y la tasa de recuperación del huésped pueden considerarse funciones que 
varían con la virulencia: β = β (α) y ν = ν (α). Así, la virulencia representa un coste 
biológico inevitable asociado a una alta tasa de transmisión, y el patógeno tendrá que 
obtener un valor de virulencia compromiso que signifique una transmisión aceptable 
durante un tiempo aceptable.  
 La conclusión fundamental es que la virulencia puede seguir diferentes 
direcciones en su evolución dependiendo de la interrelación que en cada caso exista 
entre la virulencia y los parámetros que afectan a la transmisión (Anderson y May, 
1982; May y Anderson, 1983). 
 Existen modelos más complejos que, basándose en la misma formulación y las 
mismas suposiciones descritas, consideran variaciones en la interrelación virulencia-
transmisión por el efecto de otros factores, tales como el crecimiento del patógeno en el 
huésped o la respuesta inmune en el caso de patógenos de animales (Garnett y Antia, 
1994). 
 
Transmisión horizontal y transmisión vertical 
 La eficacia biológica de un patógeno de transmisión vertical obligada está 
íntimamente ligada a la eficacia biológica de su huésped, del que depende para su 
reproducción. Por tanto, cualquier reducción en la eficacia biológica del huésped, es 
decir, cualquier nivel de virulencia en el patógeno, significaría la desaparición de éste a 
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largo plazo (Fine, 1975). Sin embargo, según los modelos expuestos anteriormente, la 
existencia de una fracción de huéspedes infectados sólo puede explicarse por un 
equilibrio selectivo entre la virulencia del patógeno y su transmisión, que no podría 
existir bajo condiciones de transmisión estrictamente vertical. Frank (1996) considera 
que la transmisión vertical estricta es poco probable y que debe existir una proporción 
de transmisión horizontal en el patógeno para que sea posible su permanencia en la 
población del huésped. Bajo esta suposición, los modelos de interacción virulencia-
transmisión siguen siendo válidos sin más que considerar la transmisión vertical como 
la persistencia del patógeno en el huésped y su descendencia (Bull, 1994; Lipsitch y 
col., 1995; Frank, 1996), de forma que en el equilibrio la pérdida global de infecciones 
en el linaje del huésped por transmisión vertical se compensa con nuevas infecciones 
por transmisión horizontal. La evolución de la virulencia dependerá de la relación entre 
transmisión horizontal y transmisión vertical, aunque esta relación no está determinada 
por el patógeno, sino más bien por las condiciones ambientales (Bull, 1994; Frank, 
1996). 
 
 
1.2.2.2.- Selección del patógeno por su capacidad de competición en el huésped 
 
Varios modelos matemáticos han analizado la competición que se produce en un 
huésped cuando está infectado por dos o más genotipos del patógeno. Estos modelos 
están basados en dos supuestos fundamentales: el primero es que los distintos genotipos 
del patógeno difieren en su capacidad de adaptación al huésped, debido a diferencias en 
su nivel de multiplicación en él; el segundo es que la virulencia se asocia con niveles 
altos de multiplicación del patógeno en el huésped, por lo que estos modelos se han 
denominado "modelos de asociación"  (Bull, 1994). Cuando existe infección múltiple en 
un huésped, la evolución de la virulencia estará determinada por dos componentes de 
selección: la selección del patógeno por su capacidad de competición en el huésped, que 
provocará cambios en la frecuencia de los genotipos que lo coinfectan, y la selección 
del patógeno por su capacidad de transmisión entre huéspedes. Las conclusiones 
fundamentales de estos modelos son que la selección tiende a favorecer el aumento de la 
virulencia y competición del patógeno en el huésped aún a costa de no mantener su 
máximo potencial de reproducción, y que la coexistencia en equilibrio de los genotipos 
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competidores depende de la forma que en cada caso presente la interacción virulencia-
transmisión y del número de genotipos en competición (Bremermann y Pickering, 1983; 
Garnett y Antia, 1994; Nowak y May, 1994). Frank (1992a) y Van Baalen y Sabelis 
(1995)  estudiaron el efecto de la infección múltiple del huésped aplicando la teoría de 
la selección de parientes en un modelo de "interacción virulencia-transmisión". La 
formulación matemática empleada está ampliamente revisada en Frank (1996) y a 
continuación se resumen sus rasgos principales. El modelo tiene en cuenta que la tasa 
neta reproductiva Ria de un genotipo a del patógeno en un huésped i es, según la 
Ecuación 1.2: 
 
    
      
donde la tasa de transmisión horizontal β (αia)y la respuesta de recuperación inducida 
en el huésped ν (αia) son funciones que dependen de la virulencia αia del propio 
genotipo a, mientras que la tasa de mortalidad del huésped i depende de la virulencia αi 
del conjunto de genotipos del patógeno que coinfectan al huésped. La selección tenderá 
a maximizar el valor de la Ecuación 1.3 y este valor determinará la virulencia final en el 
sistema. En la condición de equilibrio el valor máximo de Ria (3) depende del término 
dαi/dαia. Considerando a  αi y αia como las componentes del valor genotípico del 
patógeno que corresponden a la virulencia, el término dαi/dαia representa la variación 
del valor genotípico medio del conjunto de  patógenos en el huésped i con respecto al 
valor genotípico del patógeno a, es decir, el coeficiente de relación r de la teoría de 
selección de parientes (Hamilton, 1972; Queller, 1992; Frank, 1996). El coeficiente r 
mide el grado de correlación o asociación estadística entre los distintos genotipos del 
patógeno en el huésped. De una forma intuitiva, a mayor asociación entre los genotipos 
(r = 1 cuando son idénticos) mayor beneficio obtiene cada genotipo cuando se 
selecciona el conjunto de genotipos del patógeno. En el modelo de selección de 
parientes de Frank (1992a; 1996) la virulencia es tanto mayor cuanto menor sea la  
asociación entre genotipos (r pequeño: mayor diversidad de patógenos en el huésped), 
sin que se llegue a alcanzar un valor de equilibrio (α →∞) para valores de r 
suficientemente pequeños. Estos resultados constituyen una generalización de las 
conclusiones que Bremermann y Pickering (1983) obtuvieron aplicando la teoría de 
juegos a la evolución de la virulencia.  
)(
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 La selección por competición de genotipos distintos del patógeno en un huésped 
puede tener además un efecto adicional sobre su capacidad de transmisión que puede ser 
positivo o negativo. Por ejemplo, nuevas variantes capaces de superar la respuesta 
defensiva del huésped pueden competir favorablemente frente a otras y pueden 
prolongar la infección, aumentando el tiempo disponible para la transmisión entre 
huéspedes. De este modo la virulencia podría mantenerse a largo plazo. Otro tipo de 
variantes del patógeno pueden ser seleccionadas debido a su mayor capacidad de 
multiplicación en el huésped, aumentando la virulencia del patógeno y la tasa de 
mortalidad del huésped, y reduciendo el periodo útil para la transmisión. La selección 
de este tipo de variantes tendría lugar sólo a corto plazo, al resultar perjudicadas en su 
transmisión (Levin y Bull, 1994). 
 
 
1.2.2.3.- Efecto de la sobreinfección en la selección de la virulencia 
 
 Un efecto adicional en la evolución de la virulencia es la capacidad de un 
patógeno de infectar un huésped que ya estaba infectado por otro patógeno. Como se ha 
comentado en el apartado anterior, la infección múltiple resultante puede suponer la 
selección de los patógenos por su capacidad de competición en el huésped, pero 
independientemente del efecto por competición la sobreinfección también puede alterar 
los equilibrios de las poblaciones, permitiendo la coexistencia de genotipos del 
patógeno con diferentes grados de virulencia. Este efecto ha sido descrito por Levin y 
Pimentel (1981) utilizando el conjunto de ecuaciones diferenciales de Anderson y May 
(1979). En su trabajo analizaron la coexistencia en la misma población de dos patógenos 
con la misma capacidad de transmisión y distintas virulencias: α1 y α2, con  α1>α2,. 
Asumiendo que el patógeno más virulento podía sobreinfectar huéspedes infectados con 
el patógeno menos virulento, la coexistencia de ambos sólo era posible para valores 
intermedios de α1/α2  en relación con su transmisión. El efecto de la sobreinfección por 
determinados genotipos del patógeno ha sido investigado también por Nowak y May 
(1994), y  recientemente por Zhang y colaboradores (2000) para el caso de complejos 
virales de plantas dependientes de un virus auxiliar para la transmisión. En las plantas 
existen virus o complejos subvirales, como los RNAs satélites, que sólo pueden 
transmitirse al sobreinfectar huéspedes previamente infectados con un virus ayudante. 
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Este fenómeno puede alterar de diferentes formas la coexistencia y el equilibrio entre 
virus ayudante y virus dependiente en función de la interrelación de varios parámetros 
epidemiológicos, entre ellos la relación entre la tasa de infección y la tasa de pérdida de 
huéspedes por la infección (Zhang y col., 2000). 
 
 
1.2.2.4.- Selección en condiciones epidémicas 
 
 Los modelos de evolución de la virulencia discutidos en los apartados anteriores 
tratan de predecir el valor que adquiere la virulencia cuando las poblaciones del huésped 
y del patógeno alcanzan el equilibrio. La cepa del patógeno con una mayor tasa neta 
reproductiva R0 se establecerá en la población y determinará el valor de la virulencia.  
Sin embargo, cuando un patógeno se introduce en una población en expansión de un 
huésped no infectado, la selección favorecerá a la cepa cuya tasa de transmisión permita 
la mayor tasa de incremento del patógeno sobre la población del huésped (Lenski y 
May, 1994; Bull, 1994). La tasa de incremento o de dispersión de un patógeno cuando 
se introduce en una población (E0) viene dada por la diferencia entre la aparición de 
nuevas infecciones y su desaparición por muerte del huésped (ver Ecuaciones 1.1), es 
decir:  
                                    
 
 En condiciones endémicas, cuando la infección está establecida, la selección 
favorece el nivel de virulencia que hace máxima la tasa neta reproductiva R0 expresada 
en la Ecuación 1.2, llegando a un equilibrio que depende de la interrelación virulencia-
transmisión (Anderson y May, 1982). Esta situación de equilibrio se produce cuando la 
población de huéspedes infectados permanece constante, es decir, cuando la Ecuación 
1.4 toma el valor 1. Sin embargo, cuando las condiciones son epidémicas, la selección 
favorece las altas tasas de incremento de dicha población, alcanzadas para el valor de la 
virulencia que hace máximo el valor de la Ecuación 1.4 (Frank, 1996). Frank (1996) 
analizó el desarrollo del patógeno en condiciones epidémicas en el caso de la existencia 
de infecciones múltiples del huésped por distintos genotipos del patógeno, relacionados 
a través del coeficiente r de relación de la teoría de la selección de parientes. Observó 
que la dinámica epidémica no afecta a la relación entre la virulencia del patógeno y la 
Ecuación 1.4 ( ) ( )[ ]ανααβ ++−= bNE0
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respuesta de recuperación del huésped, mientras que sí influye en la relación entre la 
virulencia y la transmisión, de forma que el valor de virulencia seleccionado en 
condiciones epidémicas depende principalmente de la tasa de transmisión y del número 
de huéspedes susceptibles, y no de la tasa de mortalidad o recuperación inducida en el 
huésped. El efecto de una menor asociación entre los genotipos del patógeno que 
infectan el mismo huésped, medida por el coeficiente r, provoca el aumento de la 
competición entre dichos genotipos y un aumento global de la virulencia (Frank, 1996). 
Estos resultados coinciden con los de otros autores, que indican que en epidemias en 
expansión, la virulencia está determinada por la tasa de transmisión e infección de 
nuevos huéspedes (Bremermann, 1983; Lenski y May, 1994; Levin y Bull, 1994). 
 
 
1.2.3.- Validez experimental de los modelos de evolución de la virulencia 
 
La validez experimental de las consideraciones teóricas tenidas en cuenta en los 
modelos epidemiológicos ha sido analizada en varias investigaciones. Entre los 
primeros trabajos destaca el análisis de la relación entre la virulencia de bacterias 
patógenas de ratones y el tamaño de la población de éstos regulado por la infección, o la 
relación entre la virulencia y la eficiencia de transmisión de Baculovirus en lepidópteros 
(Anderson y May, 1979; 1981; 1982). El mejor ejemplo de análisis experimental de la 
virulencia es el clásico trabajo sobre el Virus de la mixomatosis infectando al conejo 
europeo (Oryctolagus cuniculus L.) en Australia. Fenner y Ratcliffe (1965) clasificaron 
el virus en seis cepas atendiendo a su virulencia mediante su ensayo frente a conejos de 
laboratorio que no habían desarrollado resistencia alguna frente al virus. Con estos datos 
Anderson y May (1982) estimaron experimentalmente la interrelación entre virulencia y 
transmisión, prediciendo la evolución del Virus de la mixomatosis hacia formas de 
virulencia intermedia. Los virus de fenotipo más virulento tendrían un periodo 
infeccioso demasiado corto por causar una muerte rápida en los conejos, mientras que la 
enfermedad causada por las cepas más benignas sería rápidamente superada por los 
conejos, evitando así la transmisión eficaz del virus. Los resultados predichos por el 
modelo coincidieron de forma significativa con la distribución de virulencia observada 
en el campo (Anderson y May, 1982). Otros trabajos han investigado la interrelación 
entre la virulencia y la transmisión en condiciones experimentales (Ebert, 1998; 
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Mackinnon y Read, 1999) y también en las poblaciones naturales de algunos patógenos, 
como nematodos parásitos de las avispas polinizadoras de la higuera  (Herre, 1993),  
protistas  parásitos de crustáceos del plancton (Ebert, 1994) y protistas parásitos de 
mosquitos (Agnew y Koella, 1997). Existen, además, bastantes ejemplos de otros 
sistemas patógeno-huésped que apoyan las hipótesis de los modelos de "interacción 
virulencia-transmisión", tanto en el caso de patógenos de animales (revisado en Bull, 
1994) como en el de patógenos de plantas, especialmente virus (revisado en Power, 
1992). La respuesta de la virulencia a la selección según diferentes grados de 
transmisión vertical y horizontal ha sido estudiada experimentalmente en bacteriófagos 
y plásmidos de bacterias (Bull y col., 1991; Turner y col., 1998; Messenger y col., 
1999). También existen ejemplos que apoyan la existencia de una relación entre la 
virulencia y el modo de transmisión de los patógenos en condiciones naturales, como es 
el caso de los piojos y ácaros de palomas (Clayton y Tompkins, 1994), o los virus 
crípticos de plantas, que dependen de la transmisión vertical por semilla para su 
dispersión y son prácticamente avirulentos en sus huéspedes (Boccardo y col., 1987; 
Power, 1992). La selección de la virulencia por competición de diferentes genotipos de 
patógenos coinfectando un huésped ha sido observada en varios casos de patógenos de 
animales (Bull, 1994; Frank, 1996). El efecto de la sobreinfección en el equilibrio de las 
poblaciones de complejos virales dependientes de virus auxiliar ha sido analizada en 
plantas para los agentes causantes de las enfermedades de la roseta del cacahuete y del 
tungro del arroz (Zhang y col., 2000). Sin embargo, no conocemos casos de análisis 
experimental de la evolución de la virulencia en virus de plantas.   
 
 
 
1.3.- EL VIRUS DEL MOSAICO DEL PEPINO Y SU RNA SATÉLITE EN 
TOMATE  
 
1.3.1.- El Virus del mosaico del pepino 
 
 El Virus del mosaico del pepino (CMV) pertenece, junto con el Virus de la 
aspermia del tomate (TAV) y el Virus del enanismo del cacahuete (PSV), al género de 
los Cucumovirus dentro de la familia Bromoviridae (Van Regenmortel, 1999). CMV es 
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un virus bien caracterizado y su estudio ha dado lugar a la publicación de numerosa 
bibliografía, que se ha revisado recientemente en varias ocasiones: Francki y 
colaboradores (1979), Palukaitis y colaboradores (1992), Palukaitis y García-Arenal 
(1999). A continuación se describen algunas de sus principales características. 
CMV se encuentra distribuido en las zonas templadas y tropicales de todo el 
mundo causando enfermedades en gran variedad de cultivos hortícolas. Es el virus más 
importante por las pérdidas económicas que produce en cucurbitáceas, pimiento, 
tomate, lechuga y apio, en países de la costa mediterránea, Portugal, Polonia, Croacia, 
Suecia, nordeste de Estados Unidos, este de China y Japón (Tomlinson, 1987; Gallitelli, 
1998). Su gama de huéspedes es la más amplia descrita hasta ahora para un virus de 
plantas, incluyendo más de 1200 especies distribuidas en más de 100 familias de 
dicotiledóneas y monocotiledóneas (Edwardson y Christie, 1991). La sintomatología 
inducida por CMV es variable y depende de la cepa del virus, de la planta huésped y de 
su cultivar. En tomate suele  producir reducción del tamaño de la planta, mosaicos y 
reducción de la lámina foliar (filimorfismo), y además puede producir clorosis y 
necrosis cuando se encuentra asociado a RNAs satélites (Palukaitis y col., 1992). 
 Se conoce una gran número de cepas de CMV que se diferencian por sus 
características biológicas, sus propiedades físico-químicas y serológicas, y por la 
secuencia de nucleótidos de su genoma. Teniendo en cuenta alguna o varias de estas 
características diferenciales, las cepas de CMV han sido agrupadas siguiendo varias 
clasificaciones (García-Arenal y Palukaitis, 1999). En este trabajo se sigue la 
clasificación en dos subgrupos I y II propuesta por Owen y Palukaitis (1988) atendiendo 
a la homología de la secuencia de nucleótidos de los RNAs genómicos, aunque 
recientemente el subgrupo I se ha subdividido en los subgrupos  IA y IB en función de 
la secuencia del RNA 3 (Palukaitis y Zaitlin, 1997; Roossinck y col., 1999). Se conoce 
la secuencia completa de nucleótidos de varias cepas, por ejemplo: CMV-Fny (Rizzo y 
Palukaitis, 1988; 1989; Owen y col., 1990), CMV-Y (Nitta y col., 1988; Kataoka y col., 
1990a; 1990b) del subgrupo I, y CMV-Q del subgrupo II (Richards y col., 1978; 
Rezaian y col., 1985; Davies y Symons, 1988). 
El genoma de CMV está compuesto por tres moléculas de RNA monocatenario 
de sentido mensajero: los RNA1 y RNA2 codifican las proteínas 1a (111 kDa) y 2a (97 
kDa), respectivamente, que junto con proteínas del huésped están implicadas en la 
replicación del genoma viral (Hayes y Buck, 1990); el RNA 2 codifica además la 
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proteína 2b (15 kDa), que se expresa a través de un mensajero subgenómico RNA 4A, y 
parece estar implicada en la virulencia e inhibición de la respuesta defensiva del 
huésped (Li y col., 1999); el RNA 3 codifica la proteína de movimiento 3a (30 kDa) 
(Kaplan y col., 1995) y la proteína de la cápsida CP (24,5 kDa) (Schwinghamer y 
Symons, 1975), que se expresa a través del mensajero subgenómico RNA 4 (Ding y 
col., 1994). Las proteínas 3a y CP son necesarias para el movimiento de célula a célula 
y el movimiento sistémico del virus (Boccard y Baulcombe, 1993; Canto y col., 1997; 
Ryabov y col., 1999). Los RNAs 1 a 4 contienen regiones no codificantes en los 
extremos 5' y 3' que podrían estar relacionadas con las funciones de replicación y 
encapsidado (Palukaitis y col., 1992). Las secuencias de los RNAs genómicos contienen 
además los determinantes para otras funciones como la capacidad de mantener RNAsat, 
inducir lesiones cloróticas o necróticas en determinados huéspedes o inducir distintos 
síntomas en otros (Palukaitis y García-Arenal, 1999). 
Los RNAs genómicos y subgenómicos se encapsidan en partículas isométricas 
de 28-30 nm de diámetro, formadas por 180 subunidades de CP organizadas en grupos 
de simetría T = 3 (Finch y col., 1967). Estas partículas virales se encuentran 
estabilizadas por interacciones proteína-RNA (Kaper y Geelen, 1971), formando una 
estructura tridimensional que ha sido resuelta recientemente por cristalografía de rayos 
X (Wikoff y col., 1997). Los RNAs 1 y 2 se encapsidan en partículas distintas y los 
RNAs 3 y 4 lo hacen en la misma partícula, aunque se han descrito partículas que 
contienen únicamente el RNA 4 (Kaplan y Palukaitis, 1998). 
CMV puede transmitirse por semilla y por pulgones como insectos vectores. La 
transmisión por semilla es posible con diferentes eficacias en más de 20 especies de 
plantas, muchas de ellas malas hierbas, por lo que este tipo de transmisión podría tener 
consecuencias epidemiológicas (Palukaitis y col., 1992). CMV es transmitido 
eficazmente de forma no persistente por más de 80 especies de pulgones (Edwardson y 
Christie, 1991), entre las que Aphis gossyppi (Glover) y Myzus persicae (Sulzer) son las 
más importantes tanto en condiciones experimentales como en la naturaleza (Kennedy y 
col., 1962; Raccah y col., 1985). Diferentes especies de pulgones varían en su capacidad 
de transmitir CMV y no todas las cepas del virus se transmiten con igual eficacia 
(Simons, 1957; Mossop y Francki, 1977), indicando un cierto grado de especificidad 
(Badami, 1958; Perry y col., 1998). Los determinantes de transmisión están totalmente 
contenidos en la secuencia de la proteína de la cápsida (Gera y col., 1979; Chen y 
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Francki, 1990), y se conocen los aminoácidos directamente implicados en la transmisión 
y en su especificidad (Perry y col., 1994; 1998). La localización de estos aminoácidos 
en la estructura tridimensional de la partícula viral sugiere que podrían estar implicados 
en la interacción directa entre el vector y la CP o en la estabilidad de la partícula viral en 
el estilete (Perry y col., 1998; Perry, 2000). 
Varias líneas de evidencia sugieren que la transmisión puede ejercer un papel 
importante en  la evolución de CMV y de sus vectores. Por un lado, la existencia de 
especificidad en la transmisión (Badami, 1958; Perry y col., 1998) sugiere la posible 
existencia de presiones selectivas sobre el virus ejercidas por cambios en las 
poblaciones de vectores (Pirone y Blanc, 1996). Otro dato que apoya la existencia de 
presión selectiva es la alta estabilidad del fenotipo de transmisión de CMV en ausencia 
del vector (Ng y Perry, 1999). También se ha descrito la existencia de transmisión 
diferencial por pulgones de virus pseudorrecombinantes a partir de infecciones mixtas 
(Perry y Francki, 1992; Fraile y col., 1997a). Todo ello, unido al elevado número de 
factores que pueden influir en la eficacia de transmisión (temperatura, especie de la 
planta huésped, cepa del virus y especie del vector), indica que una compleja 
interacción de factores genéticos, ecológicos y epidemiológicos modula el papel de la 
transmisión en la evolución de CMV en  poblaciones naturales. 
 
 
1.3.2.- El RNA satélite de CMV 
 
 La asociación de un RNA satélite (RNAsat) con CMV fue descrita por primera 
vez por Kaper y colaboradores (1976) y pronto se relacionó con la inducción de necrosis 
letal en tomate (Kaper y Waterworth, 1977). Desde entonces se han identificado 
numerosas variantes de RNAsat asociadas a CMV procedentes de diversas partes del 
mundo. Las principales características estructurales y funcionales de los RNAsat de 
CMV han sido objeto de revisión recientemente (García-Arenal y Palukaitis, 1999). A 
continuación se resumen aquellas que se consideran más relevantes en relación a su 
estructura, sus características patogénicas y su interacción con CMV. 
Los satélites de CMV son moléculas de RNA lineales, monocatenarias y no 
codificantes que dependen de CMV (virus auxiliar) para su replicación, encapsidado y 
transmisión. Atendiendo a su tamaño los RNAsat pueden clasificarse en dos grupos: en 
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el primero las moléculas varían  entre 332 y 342 nucleótidos y cuentan con 
representantes procedentes de todo el mundo; en el segundo las moléculas varían entre 
los 368 y 405 nucleótidos y sólo se han encontrado asociadas a  aislados de CMV 
procedentes de Japón, China o Italia (García-Arenal y Palukaitis, 1999). 
El RNAsat de CMV es capaz de modular los síntomas inducidos por CMV en su 
huésped, de forma que pueden agravarse causando clorosis o necrosis, pueden atenuarse 
o pueden no resultar afectados. Esta modulación depende de la triple interacción entre la 
variante de RNAsat, la cepa de CMV y la especie de la planta huésped (Palukaitis y 
col., 1992). Los síntomas más habituales producidos por la interacción CMV-RNAsat 
en tomate son la necrosis o la clorosis (Kaper y Waterworth, 1977; Gonsalves y col., 
1982), o la atenuación (Mossop y Francki, 1979; Takanami, 1981; Gonsalves y col., 
1982; Jacquemond y Leroux, 1982; Palukaitis, 1988). 
Se han intentado identificar los mecanismos implicados en la patogenicidad del 
RNAsat mediante el estudio de su secuencia de nucleótidos y el análisis de su estructura 
secundaria. Los determinantes del fenotipo necrogénico en tomate se han encontrado en 
la mitad 3' de la molécula  (Devic y col., 1989; Kurath y Palukaitis, 1989b; Masuta y 
Takanami, 1989), y se han localizado en tres posiciones de nucleótidos que deben 
conservar un determinado espaciamiento entre ellas (Devic y col., 1990; Sleat y 
Palukaitis, 1990). A partir de las secuencias completas de algunas variantes de RNAsat 
se han propuesto distintos modelos de su estructura secundaria (Gordon y Symons, 
1983; Bernal y García-Arenal, 1997; Rodriguez-Alvarado y Roossinck, 1997), y en 
alguno de ellos se ha detectado elementos estructurales comunes entre las variantes de 
RNAsat necrogénicas que no pueden formarse en las variantes no necrogénicas, lo que 
sugiere que alteraciones de la estructura secundaria del RNAsat podrían estar 
relacionadas con cambios en su patogenicidad RNAsat (Sleat y col., 1994; Rodriguez-
Alvarado y Roossinck, 1997). 
 La presencia del RNAsat asociado a CMV va acompañada de una reducción de 
la acumulación del virus auxiliar (Kaper y col., 1976; Mossop y Francki, 1979; 
Takanami, 1981; Gonsalves y col., 1982; Jacquemond y Leroux, 1982). Se ha sugerido 
que este efecto podría deberse a la competición del RNAsat con el RNA viral por la 
replicasa, ya que el aumento de la acumulación de intermediarios de replicación del 
RNAsat se ha correlacionado con la reducción de acumulación de los RNAs de CMV 
(Habili y Kaper, 1981; Piazzolla y col., 1982). También se ha sugerido que el efecto del 
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RNAsat en la acumulación viral podría deberse a la inhibición de la expresión de la CP 
de CMV a través de la unión del RNAsat a secuencias del RNA 4 del virus (Rezaian y 
Symons, 1986), sin embargo se ha descrito la formación de complejos estables del 
RNAsat con los RNAs 2, 3 y 4 sin que la expresión de la CP resultase afectada (Fraile y 
col., 1993). 
El RNAsat se encapsida en las partículas de CMV y puede representar hasta el 
50% del total del RNA encapsidado (Mossop y Francki, 1979; Jacquemond y Leroux, 
1982). Lot y Kaper (1976) analizaron la distribución de los RNAs de CMV en las 
nucleocápsidas del virus mediante su fraccionamiento en gradientes de RbCl. En estos 
experimentos detectaron partículas de CMV que contenían los RNAs genómicos 1 y 2 
en diferentes fracciones, mientras que las partículas que contenían los RNAs 3, 4 y el 
RNAsat estaban presentes en todas las fracciones del gradiente. Este resultado sugiere 
dos posibles alternativas para la distribución del RNAsat en las partículas de CMV: el 
RNAsat se encapsida en partículas junto con cualquiera de los tres RNAs genómicos del 
virus,  o bien se encapsida en partículas separadas, en las que puede haber diferente 
número de moléculas. Por tanto, los detalles de la distribución del RNAsat en las 
partículas de CMV  siguen sin estar claros. Una vez encapsidado, el RNAsat puede ser 
transmitido por pulgones junto con los RNAs genómicos del virus auxiliar, con una 
eficacia que depende de la especie de la planta utilizada para la adquisición del virus por 
los pulgones (Jacquemond, 1982a). 
 
 
1.3.3.- Control del Virus del mosaico del pepino 
 
 Las estrategias más frecuentes usadas para el control de las enfermedades 
producidas por CMV son la lucha contra los insectos vectores y la utilización de plantas 
resistentes al virus, obtenidas por mejora genética convencional, protección cruzada o 
resistencia transgénica. 
 El control de CMV mediante el tratamiento de pulgones con productos químicos 
es en general poco efectivo debido a que el virus se transmite de forma no persistente, lo 
que dificulta que el producto actúe con la suficiente rapidez como para evitar la 
infección. Sin embargo, los tratamientos dirigidos contra las formas aladas y realizados 
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en el momento adecuado, sí pueden contribuir a reducir la incidencia de la enfermedad 
(Gallitelli, 1998). 
 La utilización de genes de resistencia introducidos en el genoma de la planta por 
mejora genética convencional ha supuesto la disponibilidad de variedades resistentes en 
varios cultivos, como por ejemplo la espinaca, el pimiento y algunas cucurbitáceas 
(Gallitelli, 1998). Aunque se siguen buscando accesiones que proporcionen nuevas 
fuentes de resistencia, en los últimos años el mayor esfuerzo en investigación se ha 
dirigido hacia las estrategias de resistencia no convencionales (protección cruzada y 
resistencia transgénica). 
 La protección cruzada es una estrategia interesante en cultivos como el tomate, 
en el que no se dispone de variedades resistentes o tolerantes. La protección cruzada  en 
tomate se ha llevado a cabo por inoculación de las plantas con cepas poco virulentas de 
CMV que pueden llevar o no variantes de RNAsat atenuantes. Según señala Gallitelli 
(1998), la utilización de cepas que no portan RNAsat sólo sería aconsejable en zonas 
donde no existe riesgo de aparición de variantes necrogénicas de RNAsat debido a la 
alta probabilidad de que éstas sean multiplicadas eficazmente por la cepa de CMV 
preinoculada. El efecto de protección mediante coinoculación de CMV con RNAsat 
atenuantes ha sido comprobado con éxito en experimentos en invernadero y al aire libre 
en varios países (Jacquemond, 1982b; Gallitelli y col., 1991; Montasser y col., 1991; 
Tien y Wu, 1991; Crescenzi y col., 1993), y está siendo utilizado de forma comercial en 
China y Japón tras una fase de experimentación preliminar (Yoshida y col., 1985; Wu y 
col., 1989; Sayama y col., 1993). 
 La protección de plantas mediante la expresión transgénica de secuencias 
derivadas de variantes atenuantes de RNAsat de CMV es otra posible alternativa para el 
control del virus. Tanto las variantes atenuantes de RNAsat como las necrogénicas se 
han expresado en plantas de tomate transgénicas, pudiendo replicarse, encapsidarse e 
inducir necrosis en su caso, cuando estas plantas son inoculadas con CMV (Baulcombe 
y col., 1986; McGarvey y col., 1990). Se ha demostrado que la expresión transgénica de 
los RNAsat atenuantes disminuye la intensidad de los síntomas inducidos por CMV y 
reduce la acumulación del virus en la planta (Harrison y col., 1987). La utilización de 
este tipo de RNAsat para la protección de plantas de tomate se ha evaluado con 
resultados satisfactorios tanto en condiciones experimentales (Tien y Wu, 1991; Saito y 
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col., 1992; McGarvey y col., 1994), como en ensayos de campo realizados en China y 
en Italia (Tien y Wu, 1991; Yie y Tien, 1993; Monti y col., 1999). 
El uso de variantes atenuantes de RNAsat en estrategias de control biológico de 
CMV tanto en protección cruzada como en plantas transgénicas entraña importantes 
riesgos ecológicos, ya que el RNAsat de CMV  tiene una alta capacidad de variación 
genética en condiciones naturales (Aranda y col., 1993; Grieco y col., 1997), y se ha 
demostrado que un único cambio de nucleótido puede convertir una variante atenuante 
en necrogénica (Palukaitis y Roossinck, 1996). Además, las variantes de RNAsat 
pueden ser transmitidas por pulgones, asociadas a CMV, desde las plantas protegidas a 
plantas que no lo están, en las que puede desarrollarse la enfermedad (Jacquemond y 
Tepfer, 1998). La protección cruzada con RNAsat se ha evaluado en condiciones de 
campo (Gallitelli y col., 1997), observándose que se podían producir cambios en la 
secuencia de nucleótidos de la variante de RNAsat utilizada, aunque estos cambios no 
significaron un aumento de su patogenicidad, al menos durante un periodo de dos años. 
Experimentos similares en cultivos de tomate transgénico que expresaban variantes 
atenuantes de RNAsat sirvieron para detectar la dispersión del  RNAsat a cultivos 
cercanos, sin que se observaran aumentos de la incidencia de la enfermedad o de su 
sintomatología (Monti y col., 1999). No se conoce bien bajo qué condiciones pueden 
seleccionarse los posibles cambios genéticos del RNAsat en el campo hacia variantes de 
mayor virulencia, aunque en condiciones experimentales estos cambios parecen 
depender de la propia variante de RNAsat, de la variante de CMV que actúa de virus 
auxiliar (Palukaitis y Roossinck, 1995; Roossinck y Palukaitis, 1995), y de las 
características del huésped (García-Luque y col., 1984; Kaper y col., 1988; Kurath y 
Palukaitis, 1989a). 
 Por tanto, es necesario obtener más información acerca de la capacidad de 
variación y evolución del RNAsat en condiciones naturales, incluyendo el análisis 
experimental de los factores ecológicos que pueden influir en la evolución de su 
virulencia. Dicha información puede servir para evaluar convenientemente los riesgos 
del uso de RNAsat como agentes de control biológico de CMV. 
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1.3.4.- Una epidemia del Virus del mosaico del pepino y su RNA satélite en tomate 
 
 En 1986 se produjo en España un síndrome de necrosis en los cultivos de tomate 
de la zona mediterránea. Este síndrome se detectó inicialmente al norte de la ciudad de  
Valencia y fue extendiéndose hacia el Norte hasta Barcelona y hacia el Sur hasta 
Murcia, afectando en 1990 casi a la totalidad de las áreas de cultivo de la costa 
mediterránea (Jordá y col., 1992). La enfermedad adquirió características epidémicas 
causando un importante impacto económico en la producción de tomate, hasta el punto 
de que el cultivo tuvo que ser abandonado en muchas de estas zonas en las que era 
tradicional. El síndrome coincidía con la etapa de pleno crecimiento de la planta, desde 
el inicio de la primavera hasta el comienzo del verano. Los síntomas de necrosis 
aparecían en forma de estrías necróticas en el tallo, que se extendían por el peciolo y en 
forma de manchas necróticas en la lámina de las hojas hasta necrosarla totalmente. La 
necrosis se extendía también de forma sistémica a los brotes jóvenes y a los frutos, 
llegando a producir la muerte de toda la planta. El análisis de aislados de CMV 
procedentes de la zona de la epidemia demostró que el síndrome estaba causado por 
CMV asociado a cepas de RNAsat necrogénicas para tomate (Jordá y col., 1992). 
También se observó la presencia de cepas de RNAsat que no modificaban los síntomas 
de enanismo, mosaico y filimorfismo típicos de la infección por CMV, o que causaban 
un rizado de las hojas y un acortamiento de los entrenudos que daban a la planta un 
aspecto arrepollado. La frecuencia de necrosis en el campo comenzó a disminuir 
durante los años 1989-1990 hasta prácticamente desaparecer a partir de 1992. 
 CMV se encuentra frecuentemente en España infectando a la mayoría de los  
cultivos hortícolas, en los que se ha descrito su carácter endémico (Luis-Arteaga y col., 
1988; 1998). Hasta 1986 no se habían detectado RNAsat asociados a CMV en España. 
La frecuencia del RNAsat en aislados de CMV procedentes de poblaciones naturales es 
también baja en otras partes del mundo (Kearney y col., 1990; Rodriguez-Alvarado y 
col., 1995; Grieco y col., 1997). Se ha sugerido que el RNAsat en cultivos de tomate en 
España podía provenir de su presencia en huéspedes alternativos, en los que las cepas de 
RNAsat necrogénicas para tomate pudieran  comportarse como atenuantes y no ser 
detectadas (Jordá y col., 1992).  
 Epidemias semejantes a la española, causadas por CMV asociado a RNAsat 
necrogénicos para tomate, se han descrito también en Francia (Marrou y col., 1973), en 
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Italia (Gallitelli y col., 1988) y en Japón (Kosaka y col., 1989). Las epidemias española 
e italiana han permitido el estudio de la diversidad y estructura genética del RNAsat en 
poblaciones naturales (Aranda y col., 1993; Grieco y col., 1997). Las conclusiones de 
estos trabajos son básicamente las mismas. La diversidad genética parece aumentar 
rápidamente por la acumulación secuencial de mutaciones hasta un límite superior 
impuesto por la existencia de constricciones evolutivas, que pueden ser debidas en parte 
a la necesidad de mantener una estructura secundaria funcional en el RNAsat (Aranda y 
col., 1997). Los análisis filogenéticos muestran el agrupamiento de los RNAsat en dos 
líneas evolutivas diferentes (Aranda y col., 1993; Grieco y col., 1997), aunque también 
se han detectado RNAsat originados por recombinación entre ellas (Aranda y col., 
1997). Estos RNAsat no se agrupan según la especie de planta huésped o según el 
aislado de CMV de los que proceden (Grieco y col., 1997; Alonso-Prados y col., 1998), 
indicando la ausencia de presión selectiva asociada a la planta huésped o al virus 
auxiliar. El análisis de la población española indica además que los RNAsat no se 
distribuyen según el año o la zona geográfica de procedencia (Alonso-Prados y col., 
1998), al contrario que las poblaciones de CMV, que muestran una estructura en 
metapoblación (Fraile y col., 1997a). Todo ello indica que el RNAsat se ha extendido de 
forma epidémica, como un hiperparásito, sobre las poblaciones de CMV (Alonso-
Prados y col., 1998). 
 
 
 CMV causa importantes pérdidas en el cultivo de tomate, que es uno de los 
cultivos hortícolas de mayor importancia económica en España. La epidemia de 
necrosis de tomate española mostró una evolución de la incidencia de la necrosis que 
podría reflejar cambios en la estructura genética de la población de CMV y su RNAsat. 
En esta tesis se investiga la evolución de la virulencia de este patógeno en los cultivos 
de tomate de la costa mediterránea y se analizan experimentalmente los factores que 
pueden estar implicados en ella. También se analiza la interacción entre los factores 
asociados con la virulencia de CMV y su RNAsat y los factores asociados con su 
transmisión, mediante modelos epidemiológicos. Que nosotros conozcamos, este es el 
primer trabajo sobre la evolución de la virulencia en la naturaleza de un virus de plantas.  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.- OBJETIVOS 
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 El objetivo de esta tesis es contribuir al conocimiento de la evolución de la 
virulencia en los patógenos. El trabajo se ha centrado en el sistema formado por CMV y 
su RNAsat en los cultivos de tomate de la región mediterránea española, y se han 
planteado tres objetivos principales: 
 
1º  Caracterizar la evolución de la virulencia en la población de CMV y su 
RNAsat de la región mediterránea; 
 
2º  Analizar experimentalmente la relación entre la virulencia y la transmisión de 
CMV y su RNAsat; 
  
3º   Predecir la evolución de la virulencia de CMV y su RNAsat  mediante modelos 
epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno y contrastar las 
predicciones obtenidas con los resultados del primer objetivo. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.- MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1.- MATERIAL BIOLÓGICO 
 
3.1.1.- Aislados de campo de CMV con RNA satélite 
 
 Los aislados de CMV y RNAsat utilizados en este trabajo proceden de plantas 
recogidas en zonas de cultivo de tomate de la costa mediterránea española afectadas por 
una epidemia de necrosis. Entre 1989 y 1994 se realizaron muestreos en las localidades 
de Cullera, Benifaió, Alginet, Pozalet y Benaguasil en Valencia, Muchamiel en 
Alicante, Benicarló en Castellón, y Cabrils, Mataró, Llavaneras, Cabrera de Mar, 
Viladecans y San Boi en Barcelona. En los muestreos, realizados generalmente en los 
meses de junio y julio, se recolectaron las hojas terminales de plantas que mostraban 
síntomas de infección por CMV o por CMV con RNAsat. Las plantas se recolectaron de 
forma que el número de plantas necróticas en la muestra reflejara la proporción de 
necrosis que se observaba en el campo. Se consideró como un aislado de CMV a la 
preparación de viriones obtenida a partir de una misma rama de una planta, mostrando 
el mismo tipo de síntomas (Aranda y col., 1993). La Tabla 3.1 indica los aislados de 
CMV de los que proceden los RNAsat utilizados en los experimentos biológicos y su 
lugar de procedencia. 
 
 
3.1.2.- Cepas y aislados de CMV usados como virus auxiliar 
 
 En los experimentos biológicos se utilizó como virus auxiliar la cepa Fny de 
CMV (Owen y Palukaitis, 1988) y los aislados de campo de CMV indicados en la 
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Tabla 3.2. Estos aislados proceden de distintas regiones españolas y pertenecen a los 
tipos genéticos 1 y 2 según la clasificación realizada por Fraile y colaboradores (1997a) 
de los aislados españoles de CMV del subgrupo I.  
 
 
3.1.3.- Material vegetal 
 
 La multiplicación a gran escala de las cepas y aislados de CMV se realizó en 
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. Xanthi nc mantenidas en invernadero. Los 
ensayos biológicos a los que se refiere el apartado 3.6 se llevaron a cabo en plantas de 
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Rutgers. Como huésped de lesión localizada 
de CMV se utilizó Chenopodium quinoa Willd. La cría y mantenimiento de la colonia 
de pulgones para los experimentos de transmisión (ver apartado 3.2.6) se realizó sobre 
plantas de pepino (Cucumis sativus L.). 
 
 
 
3.2.-  EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DEL RNA VIRAL 
 
3.2.1.- Extracción del RNA de CMV y de CMV con RNA satélite 
 
 Las preparaciones de viriones de CMV y de CMV con RNAsat se obtuvieron a 
partir de los tejidos foliares infectados según el método descrito por Lot y colaboradores 
(1972). La extracción del RNA de las partículas virales de CMV se llevó a cabo en un 
volumen de tampón VEBA (Tris-HCl 200 mM pH 8; NaCl 1M; EDTA 2 mM; 1% de 
SDS) y mediante tres ciclos de extracción con una mezcla de fenol y cloroformo en 
proporción 4:1. El RNA se precipitó dos veces con acetato sódico 0,3 M y 2,5 
volúmenes de etanol (Gonsalves y col., 1982). 
 La extracción de RNAtotal de los tejidos vegetales infectados se realizó según se 
describe en Moriones y colaboradores (1992). Se molieron aproximadamente 200 mg de 
tejido vegetal en N2 líquido y se homogeneizaron en  400 µl de tampón de extracción 
(Tris-HCl 100 mM pH 8; EDTA 10 mM; 2% de SDS) y 400 µl de una mezcla de fenol-
cloroformo en proporción 3:1. El RNA se precipitó con una concentración final de 
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Tabla 3.1 Aislados de CMV y RNAsat procedentes de la región mediterránea afectada 
por la epidemia de necrosis y utilizados en los experimentos. 
 
 
Nombre del 
aisladoa  
 
Procedencia 
 
Nombre del 
aisladoa 
 
Procedencia 
 
89/3 
89/12 
89/15 
89/16 
89/42 
89/19 
89/20 
89/21 
89/22 
89/23 
89/24 
90/5 
90/8 
90/10 
90/11 
90/12 
90/13 
90/14 
90/15 
90/16 
90/17 
 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Muchamiel (Alicante) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Alginet       (Valencia) 
Alginet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Pozalet       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
 
90/18 
90/19 
90/20 
90/21 
90/22 
90/24 
91/1 
91/2 
91/3 
91/4 
91/5 
91/7 
91/8 
92/1 
92/4 
92/6 
92/10 
92/12 
92/18 
94/31 
94/32 
 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Cullera       (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Benifaió     (Valencia) 
Cabrils     (Barcelona) 
Cabrils     (Barcelona) 
Cabrils     (Barcelona) 
Cabrils     (Barcelona) 
Cabrils     (Barcelona) 
Cabrils     (Barcelona) 
Benaguasil (Valencia) 
Benaguasil (Valencia) 
 
a Cada aislado de CMV y RNAsat se ha denominado de la forma N/i, siendo el aislado i recolectado en el 
año N. 
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LiCl 2 M  (133 µl de LiCl 8 M en 400 µl de fase acuosa) a 4ºC durante 10-15 horas, se 
sedimentó por centrifugación y se lavó con etanol al 70%. El RNA obtenido se 
resuspendió en agua estéril a razón de 0,5 µl por cada mg de tejido vegetal de partida.  
 
 
3.2.2.- Análisis del RNA de aislados de CMV con RNA satélite  
 
 El análisis y separación de los RNAsat presentes en los aislados de campo de 
CMV se realizó mediante electroforesis en geles semidesnaturalizantes de 
poliacrilamida. Este método permite la separación de moléculas de RNAsat de peso 
molecular muy parecido en virtud de sus diferencias estructurales (García-Luque y col., 
 
 
Tabla 3.2 Aislados de CMV utilizados como virus auxiliar en los experimentos. 
 
Nombre del aislado de CMV Huésped y lugar de procedencia Tipo genético
a 
 
Fny 
MAD  T93 / 4 
MAD  Z94 / 1 
VAL  M95 / 437 
BAR  M95 / 458 
MUR  M95 / 429 
BAR  T93 / 7 
BAR  T93 / 47 
BAR  T94 / 96 
BAR  T94 / 104 
BAR  T94 / 108 
 
 
Rizzo y Palukaitis, 1992 
Tomate,       Madrid 
Calabacín,   Madrid 
Melón,         Valencia 
Melón,         Barcelona 
Melón,         Murcia 
Tomate,       Barcelona 
Tomate,       Barcelona 
Tomate,       Barcelona 
Tomate,       Barcelona 
Tomate,       Barcelona 
 
 
- 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
 
 
a Tipo genético según la clasificación realizada por Fraile y col. (1997a) para los aislados españoles de 
CMV  pertenecientes al subgrupo I. 
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1984). Para ello, muestras de entre 6 y 12 µg de RNA viral se incubaron a 100ºC 
durante 3 minutos en un tampón con 75% de formamida, EDTA 8 mM, 0,075% de azul 
de bromofenol y 0,075% de azul de xilencianol y se pasaron inmediatamente a un baño 
de hielo y agua. Estas muestras se sometieron a electroforesis durante 16 horas a 12 
V/cm en geles del 9% de poliacrilamida (acrilamida y N,N'-metilenbisacrilamida en 
proporción 39:1), urea 8 M y 1× TAE pH 7,8 (1× TAE: Tris-HCl 40 mM pH 8; ácido 
acético 20 mM; EDTA 1 mM). Los geles se tiñeron con azul de toludina al 0,05%  o 
bromuro de ethidio a 0,5 µg/ml, permitiendo la detección de las variantes 
electroforéticas de RNAsat, que se recortaron y se eluyeron según se describe en 
Palukaitis y Zaitlin (1984). Las variantes de RNAsat se denominaron N/i.j, significando 
la variante electroforética de RNAsat j procedente del aislado de CMV i y recolectada 
en el año N. 
  
 
 
3.3.-  CLONAJE DE cDNA DE LAS VARIANTES DE RNA SATÉLITE 
 
Los clones de cDNA de longitud total de las variantes electroforéticas de RNAsat 
se obtuvieron como se describe en Aranda y colaboradores (1997) mediante 
transcripción reversa in vitro del RNAsat, seguida de amplificación por la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (Sambrook y col., 1989). Para la síntesis de la primera 
cadena de cDNA se utilizó como cebador un oligonucleótido con la secuencia: 
5' GGAATTCCCGGGTCCTG 3'  , que posee 8 bases complementarias al extremo 3' de 
todos los RNAsat descritos hasta la fecha (bases subrayadas) y que incluye las dianas de 
restricción de las endonucleasas EcoRI y SmaI. Para la síntesis de la segunda cadena se 
utilizó como cebador el oligonucleótido con la secuencia: 
5' GGAATTCTAATACGACTCACTATAGGTTTTGTTTG 3' , cuyas 10 últimas bases 
(subrayadas) coinciden con las 10 primeras del extremo 5' de todos los RNAsat, incluye 
la diana de restricción de la endonucleasa EcoRI, y contiene la secuencia de un 
promotor modificado de transcripción para la RNA polimerasa del Colífago T7 
(Sambrook y col., 1989). La reacción PCR se realizó durante 30 ciclos de 
desnaturalización del cDNA a 94ºC durante 15 segundos, hibridación de los 
oligonucleótidos a 40ºC durante 15 segundos, y polimerización a 72ºC durante 60 
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segundos. El cDNA amplificado fue digerido con las endonucleasas EcoRI y SmaI y se 
introdujo en el plásmido pBS+. Los plásmidos recombinantes se multiplicaron en 
bacterias DH5α (Hanahan, 1983) y a partir de ellas se extrajo el DNA plasmídico por el 
método de la lisis alcalina (Sambrook y col., 1989).  
 
 
 
3.4.- SECUENCIACIÓN DEL cDNA DE LAS VARIANTES DE RNA SATÉLITE 
DE CMV 
 
 Los clones de cDNA de longitud total de las variantes de RNAsat se 
secuenciaron sobre molde de cadena doble mediante polimerización con DNA 
polimerasas DNA dependientes y terminación de cadenas con dideoxinucleótidos 
(Sanger y col., 1977; Sambrook y col., 1989). 
 
 
 
3.5.- OBTENCIÓN DE RNA INFECTIVO DE CMV Y DE CMV CON RNA 
SATÉLITE 
 
 El RNA infectivo de la cepa Fny de CMV se obtuvo a partir de clones de cDNA 
de longitud total de sus RNAs genómicos. Los plásmidos pF109, pF209 y pF309, 
correspondientes a los RNAs 1, 2 y 3 de la cepa Fny de CMV (Rizzo y Palukaitis, 
1990), fueron cedidos por el Dr. Peter Palukaitis (Department of Virology, Scottish 
Crop Research Institute, Dundee). El DNA de los tres plásmidos fue digerido con la 
endonucleasa de restricción PstI y se utilizó como molde en reacciones de transcripción 
in vitro con la RNA polimerasa del Colífago T7 (Sambrook y col., 1989). El RNA 
transcrito obtenido se utilizó para multiplicar la cepa Fny de CMV a gran escala. 
 El RNA infectivo de las variantes de RNAsat se obtuvo a partir de sus clones de 
cDNA de longitud total obtenidos según se describe en el apartado 3.3. Para ello, el 
DNA de los plásmidos se linearizó mediante digestión con la endonucleasa SmaI. Esta 
enzima corta en la diana introducida durante el proceso de clonaje y proporciona un 
extremo 3' idéntico al de los RNAsat. El producto de la digestión se utilizó como molde 
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en reacciones de transcripción in vitro según se ha descrito en el párrafo anterior. El 
RNA infectivo obtenido se utilizó directamente en los bioensayos o se multiplicó con la 
cepa Fny de CMV en plantas de tabaco antes de ser utilizado en los ensayos biológicos. 
 
 
 
3.6.- ENSAYOS BIOLÓGICOS 
 
3.6.1.- Inoculación de CMV y CMV con RNA satélite en tomate 
 
 Excepto en los experimentos de transmisión por pulgones, las plantas se 
inocularon con una mezcla de RNA transcrito de las variantes de RNAsat y RNA del 
virus auxiliar en tampón Na2HPO4 0,1 M y utilizando siempre 10 µl de inóculo por 
planta. La concentración de RNA del virus auxiliar en el inóculo fue de 100 µg/ml en la 
mayoría de los experimentos y de 10 µg/ml en el ensayo de infectividad. La 
concentración del RNAsat en el inóculo fue diferente dependiendo del experimento y 
del tamaño de la planta. En la mayor parte de los experimentos el RNAsat se inoculó a 
20 µg/ml en los cotiledones o en la primera hoja de plantas con una o dos hojas. En el  
ensayo de infectividad el RNAsat se inoculó a tres concentraciones distintas: 1 - 0,1 - 
0,01 µg/ml en los cotiledones de plantas con una o dos hojas, y en los experimentos 
para estimar el crecimiento y la longevidad de las plantas el RNAsat se inoculó una 
concentración de 50 µg/ml sobre la tercera hoja de plantas que ya habían alcanzado un 
estado de cuatro o cinco hojas.  
 Las plantas utilizadas para la adquisición del CMV por los pulgones en los 
experimentos de transmisión se inocularon con RNA obtenido tras la multiplicación de 
la cepa Fny de CMV y de las variantes de RNAsat en tabaco. Este RNA se inoculó a 
10 µg/ml en los cotiledones de plantas de tomate en estado de dos hojas como mínimo, 
con el fin de evitar que un desarrollo demasiado rápido de la necrosis impidiera tener 
hojas en condiciones óptimas para la adquisición del virus por los pulgones.  
 Tras las inoculaciones las plantas se mantuvieron en el invernadero hasta que 
aquellas inoculadas con RNAsat necrogénicos comenzaran a mostrar los primeros 
síntomas de necrosis, lo que generalmente ocurría entre 12 y 17 días después de la 
inoculación (dpi). Sin embargo, en los experimentos para estimar el crecimiento de las 
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plantas, los primeros síntomas aparecieron 20 dpi y las plantas se mantuvieron en el 
invernadero hasta 27 dpi, antes de que se produjera la muerte total de aquellas con 
necrosis más intensa. En el experimento para estimar la longevidad de las plantas, éstas 
permanecieron en el invernadero durante un periodo de 75 días desde su transplante. En 
los dos últimos experimentos citados el peso seco del material vegetal cosechado se 
determinó tras su permanencia en una estufa a 65ºC durante al menos 48 horas, hasta 
que el peso se mantuviera constante.  
  
 
3.6.2.- Ensayos de transmisión de CMV y su RNA satélite por pulgones 
 
Los ensayos de transmisión se realizaron con pulgones de la especie Aphis 
gossypii (Glover) (Homoptera, Aphididae), que adquirieron el virus en hojas de plantas 
infectadas por CMV o por CMV con variantes de RNAsat necrogénicas y no 
necrogénicas (por brevedad, en adelante las plantas utilizadas para la adquisición de 
virus por los pulgones se denominarán plantas "fuente" de inóculo), y se utilizaron para 
inocular nuevas plantas de tomate. Estas últimas se utilizaron cuando mostraban los 
cotiledones extendidos,  entre 9 y 13 días después de su siembra. Se usaron 48 de estas 
plantas por cada planta "fuente" de inóculo.   
Los pulgones procedían de una colonia de A. gossypii mantenida en la 
Universidad de Purdue (West Lafayette, Indiana). Estos pulgones se criaron sobre 
plantas de pepino (Cucumis sativus L.) en cámara climática a 23-25ºC hasta obtener un 
número suficientemente elevado de individuos. Antes de realizar los experimentos de 
transmisión los pulgones permanecieron ayunando entre 3 y 6 días a 4ºC, y durante este 
tiempo se mantuvieron sobre las hojas de pepino y en cajas de plástico para evitar la 
pérdida de humedad. 
Los pulgones adquirieron el virus en hojas infectadas sistémicamente de las 
plantas "fuente" de inóculo y se mantuvieron sobre ellas entre 1 y 5 minutos para 
observar su comportamiento y asegurarse de que adquirían el virus. Sólo se utilizaron 
pulgones ápteros. Posteriormente se transfirieron tres pulgones a los cotiledones de cada 
una de las nuevas plantas y se mantuvieron sobre ellas entre 12 y 24 horas. Transcurrido 
este tiempo, las plantas se trataron con el insecticida acefato (Orthene, Valent USA 
Corporation) y se llevaron al invernadero. El número de plantas con síntomas de 
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infección por CMV o CMV con RNAsat se registró en dos ocasiones, 15 y 30 días 
después de realizar las transmisiones. Las infecciones por CMV-Fny o por CMV con 
RNAsat necrogénicos se detectaron únicamente por observación visual de los síntomas 
típicos de CMV (enanismo, mosaico y filimorfismo) o de síntomas inequívocos de 
necrosis vascular. La infección por CMV con RNAsat no necrogénicos se detectó 
mediante hibridación frente a sondas de CMV y de RNAsat, según se describe en el 
apartado 3.7.1. 
 
 
 
3.7.- ANÁLISIS Y CUANTIFICACIÓN DE CMV Y DEL RNA SATÉLITE 
 
3.7.1.- Análisis cualitativo de la infección por CMV y RNA satélite 
 
 La infección por CMV y por RNAsat se detectó por hibridación en filtros de 
nylon (Hybond-N, RPN 203N, Amersham-Pharmacia Biotech) del RNA contenido en 
extractos de RNA total de los tejidos infectados. La detección específica de CMV se 
realizó por hibridación con una sonda de RNA, derivada del plásmido pFCP, que 
contiene la secuencia del RNA3 de la cepa Fny de CMV comprendida entre los 
nucleótidos 1389 y 1840 y correspondiente a la fase de lectura abierta de la proteína de 
la cápsida (Owen y col., 1990; Fraile y col., 1997a). El plásmido pFCP se linearizó con 
la endonucleasa de restricción EcoRI y la sonda se sintetizó por trancripción in vitro con 
la RNA polimerasa del Colífago T7 (Sambrook y col., 1989). La detección específica 
del RNAsat se realizó por hibridación con una sonda de RNA derivada del plásmido 
pB2tr1, complementaria a la longitud total del RNAsat B2 (Bernal y García-Arenal, 
1994). El plásmido pB2tr1 se linearizó con la enzima EcoRI y la sonda se sintetizó por 
transcripción in vitro usando la RNA polimerasa del Enterobacteriofago T3 de 
(Sambrook y col., 1989). 
 La hibridación de los filtros se realizó en 6× SSC (1× SSC: NaCl 150 mM; 
citrato sódico 15 mM), 5× Reactivo de Denhardt's (50× Denhardt's: 1% de Ficoll; 1% de 
PVP; 1% de BSA), 0,1% de SDS y 250 µg/ml de tRNA de levadura, incubando a 65ºC 
durante la noche, según se describe en Sambrook y colaboradores (1989).  
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3.7.2.- Análisis del RNA encapsidado por CMV 
 
 La purificación de las partículas virales de CMV y la extracción de su RNA se 
realizó según se ha descrito en el apartado 3.2. El RNA encapsidado se analizó por 
electroforesis en geles del 1% de agarosa en tampón 0,5× TBE (1× TBE: Tris-HCl 
89 mM pH 8; H3BO3 89 mM; EDTA 2 mM). Las bandas se tiñeron con bromuro de 
ethidio a 0,5 µg/ml. La proporción relativa de cada RNA frente al RNA total 
encapsidado se cuantificó por densitometría de los geles, utilizando la versión 1.52  del 
programa de análisis de imagen NIH (W.Rasband; NIH, Research Service Branch, 
NIMH, Bethesda, Maryland) (Lennard, 1990). 
 
 
3.7.3.- Cuantificación de partículas virales de CMV 
 
 Las partículas virales de CMV se cuantificaron en preparaciones obtenidas de 
hasta 500 mg de tejido vegetal infectado. La purificación se realizó por el método 
indicado en el apartado 3.2, excepto en que se hizo un sólo ciclo de centrifugación 
diferencial a 8000 g durante 10 minutos y a 337000 g durante 30 minutos. Los viriones 
se resuspendieron a razón de 500 µl de tampón citrato sódico 50 mM pH 7 por g de 
tejido vegetal. 
 La cuantificación de las partículas virales se realizó mediante ELISA indirecto o 
ELISA doble sandwich (ELISA- DAS) (Copeland, 1998) en 100 µl de diluciones 1/10, 
1/100 o 1/1000 de las preparaciones de viriones de CMV. Para realizar la  
cuantificación, las muestras se cargaron en la placa de ELISA junto con una serie de 
cantidades conocidas de la cepa Fny de CMV: de 100,5 hasta 10-2 µg de viriones en 
diluciones sucesivas 1/100,25. Los ELISA se realizaron con anticuerpos frente a la CP de 
la cepa Fny de CMV (Perry y Francki, 1992; Thompson y García-Arenal, 1998). 
 
 
3.7.4.- Cuantificación del RNA satélite de CMV 
 
La cuantificación del RNAsat de CMV en infecciones individuales o en 
infecciones mixtas de variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas se realizó en 
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extractos de RNA total de tejidos infectados. El análisis del RNAsat se realizó por 
hibridación en filtros de nylon con oligonucleótidos marcados con 32P en el extremo 5'. 
Estos oligonucleótidos:  5' GCGTCATGACTCATA 3' y 5' CGTCATCCACGATAC 3' ,  
son complementarios a las secuencias comprendidas aproximadamente entre los 
nucleótidos 250 y 260 de las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas para 
tomate, respectivamente (las bases subrayadas corresponden a las secuencias específicas 
de cada tipo de RNAsat). Para realizar la cuantificación, los extractos de RNA total se 
cargaron en los filtros junto con cantidades conocidas de controles de RNAsat 
necrogénicos y no necrogénicos en diluciones sucesivas 1/5. Se cargaron 25 µl de 
diluciones 1/1 y 1/100 de los extractos para asegurar que los valores de absorbancia de 
las variantes de RNAsat necrogénicas y las no necrogénicas presentes en las muestras 
estuvieran incluidos en el intervalo de variación lineal de las curvas absorbancia-
acumulación de RNAsat de los controles (Figura 4.4). La hibridación se realizó como se 
ha descrito en el apartado 3.7.1, excepto en que la temperatura de hibridación de los 
oligonucleótidos fue de 40ºC. La cuantificación del RNAsat se llevó a cabo por 
densitometría de las autorradiografías de los filtros según se ha descrito en el apartado 
3.7.2. Tras la cuantificación los filtros se deshibridaron haciendo varios lavados con una 
disolución 0,1% de SDS a 95ºC, y se rehibridaron a 65ºC con una sonda 
complementaria a una secuencia de aproximadamente 800 nucleótidos del RNA 
ribosómico 18S de cebada (Gerlach y Bedbrook, 1979). De esta forma se tuvo un 
control interno de la carga de RNA en el filtro.  
 
 
 
3.8.- ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
  Los resultados de los ensayos biológicos se compararon con distintas pruebas 
estadísticas para comprobar si las diferencias entre los tratamientos eran debidas a la 
naturaleza de cada tratamiento o únicamente a variaciones al azar.  
 Las distribuciones de frecuencia se compararon aplicando la prueba G (Sokal y 
Rohlf, 1981, p.745) o la prueba de la probabilidad exacta de Fisher (Sokal y Rohlf, 
1981, p. 740) para el análisis de la independencia. Las curvas obtenidas por regresión 
lineal (Sokal y Rohlf, 1981, p. 454) en los ensayos de la infectividad del RNAsat o en 
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los experimentos para estimar la longevidad de las plantas se compararon mediante 
pruebas de comparación de rectas de regresión basadas en el análisis de covarianza 
(Sokal y Rohlf, 1981, pp. 499 y 509). Los parámetros de correlación en estos mismos 
experimentos se calcularon mediante análisis de correlación lineal (Sokal y Rohlf, 1981, 
p. 561).  
 Los resultados de acumulación de CMV o del RNAsat se compararon por 
análisis de varianza y mediante pruebas de comparación múltiple de medias (Sokal y 
Rohlf, 1981, p. 242) o mediante comparación ortogonal de medias (Sokal y Rohlf, 1981, 
p. 530). En todos los casos la prueba realizada fue la de Bonferroni. En el experimento 
para determinar la acumulación de CMV los datos se transformaron a través de una 
función logarítmica para obtener una distribución normal y poder aplicar los análisis de 
varianza. En este caso se utilizó también la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
(Sokal y Rohlf, 1981, p. 430). 
 La mayoría de los análisis estadísticos se realizaron con la versión 3.0 del 
programa Statgraphics (Statistical Graphics Corporation, Englewood Cliffs, New 
Jersey).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.- RESULTADOS 
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4.1- EVOLUCIÓN DE LA VIRULENCIA DE CMV Y DE SU RNA SATÉLITE EN 
POBLACIONES NATURALES 
 
 Entre los años 1986 y 1989 se produjo en España la aparición y posterior 
expansión de un síndrome de necrosis en los cultivos de tomate de la costa 
mediterránea, causado por cepas de CMV que mantenían RNAsat necrogénicos para 
tomate (Jordá y col., 1992). A partir del año 1989 la frecuencia de plantas de tomate 
necróticas comenzó a disminuir paulatinamente hasta su casi total desaparición con 
posterioridad a 1991. El análisis de la estructura genética de las poblaciones de CMV y 
RNAsat de la costa mediterránea y de otras regiones españolas indica que el RNAsat 
apareció y se expandió de forma epidémica sobre la población de CMV, y desapareció a 
partir de 1994 (Alonso-Prados y col., 1998). Estos antecedentes sugieren que la 
desaparición de la necrosis en los cultivos de tomate podría haber ocurrido por dos 
procesos alternativos: en primer lugar por la disminución de la frecuencia del RNAsat 
en la población de CMV; en segundo lugar por la disminución de la frecuencia de las 
variantes de RNAsat necrogénicas para tomate en la población de RNAsat. También es 
posible que ambos procesos ocurrieran más o menos simultáneamente. En este apartado 
se investiga qué alternativa de las anteriores puede haber determinado con mayor 
probabilidad la reducción y desaparición de la necrosis en los cultivos de tomate de la 
costa mediterránea, mediante el análisis de las frecuencias de CMV y RNAsat con 
distinto fenotipo en las poblaciones correspondientes a distintos años de la epidemia de 
necrosis en tomate. 
 
Resultados 
 54
4.1.1.- Análisis de las frecuencias de CMV y RNA satélite durante la epidemia de 
necrosis de tomate 
 
 Entre los años 1989 y 1994 se llevaron a cabo muestreos anuales en diferentes 
zonas de cultivo de tomate afectadas por la epidemia de necrosis en diferentes 
localidades alrededor de la ciudad de Valencia, punto de origen de la epidemia, y en 
áreas de la provincia de Barcelona hacia las que la epidemia se fue extendiendo. En los 
muestreos se recolectaron un total de 208 plantas de tomate que mostraban los síntomas 
asociados a la infección por CMV o por CMV con RNAsat, de forma que el número de 
plantas necróticas reflejara la proporción de necrosis en el campo. Así, una parte de las 
plantas mostraban síntomas de necrosis vascular con diferentes intensidades en distintos 
órganos  de la planta.  El resto de las plantas no eran necróticas y podían mostrar o bien 
los síntomas de mosaico y filimorfismo típicos de la infección por CMV, o bien un 
rizado de las hojas y un acortamiento de los entrenudos que daban a la planta un aspecto 
arrepollado. Estos tres tipos de síntomas se muestran en la Figura 4.1. Las plantas 
recolectadas se analizaron para detectar la presencia de CMV y de su RNAsat. Los  
resultados de este análisis, algunos de ellos ya publicados por Aranda y colaboradores 
(1993) y por Alonso-Prados y colaboradores (1998), están expuestos en la Tabla 4.1, 
que además muestra la fracción de plantas necróticas. La Tabla 4.1 indica que la 
incidencia anual de la necrosis disminuyó progresivamente a partir del año 1989. Hay 
que destacar que los datos del año 1994 no siguen esta tendencia general porque las 
plantas fueron recolectadas en un área pequeña de la provincia de Valencia en la que se 
detectó un rebrote del síndrome de necrosis. El 73% del total de plantas recolectadas 
estaban infectadas por CMV, aunque esta proporción variaba entre el 40% y el 100% de 
unos años a otros. En la mayoría de plantas sintomáticas no infectadas por CMV se 
detectó la presencia del Virus del bronceado del tomate (TSWV, género Tospovirus), 
que en esta especie produce un empardecimiento y necrosis de las hojas y los brotes 
jóvenes que podría confundirse con los síntomas de necrosis vascular y apical causados 
por CMV con RNAsat. Con la excepción mencionada del año 1994, la frecuencia de 
plantas infectadas con CMV que portaban RNAsat aumentó desde 1989 hasta un 
máximo en los años 1990 y 1991 para disminuir posteriormente. Si la frecuencia de 
plantas con necrosis se calcula con respecto al número de plantas infectadas con CMV y  
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Figura 4.1 Plantas 
de tomate con   sín-
tomas de necrosis 
vascular (A), con 
rizado y arrepollado 
(B), o con enanis-
mo, mosaico, y fili-
morfismo (C), aso-
ciados a la infección 
por CMV y RNAsat 
(Jordá y col., 1992). 
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con el RNAsat se observa de forma clara que el aumento de la incidencia del RNAsat no 
va acompañado por un aumento de la proporción de plantas necróticas (Tabla 4.1), lo 
que indica la existencia de aislados de CMV con RNAsat que no producían necrosis en 
tomate. 
 Aranda y colaboradores (1993) han descrito que los aislados de CMV recogidos 
en la costa mediterránea podían mantener más de una variante de RNAsat, y que éstas 
se podían separar mediante el análisis de los aislados de CMV con RNAsat por 
electroforesis en geles semidesnaturalizantes de poliacrilamida. Dicho análisis permitió 
la detección y la separación de las distintas variantes electroforéticas de RNAsat  
presentes en una misma planta. El número medio de variantes electroforéticas de 
RNAsat por planta está indicado en la Tabla 4.1, y disminuye desde 1,75 para el año 
1989 hasta 1,0 para el año 1994, mostrando una tendencia paralela a la de la frecuencia 
de necrosis durante los tres primeros años analizados de la epidemia. 
 
 
4.1.2.- Análisis del fenotipo de las variantes de RNA satélite de CMV 
 
 Se sabe que los RNAsat presentes en los aislados de CMV de la región afectada 
por la epidemia de necrosis están asociados con al menos tres tipos de síntomas en 
tomate, que ya se han descrito en el apartado anterior: necrosis vascular, arrepollado de 
la planta y no modificación de los síntomas típicos de CMV (Jordá y col., 1992). 
También se sabe que pueden encontrarse distintos RNAsat en una misma planta. En este 
capítulo se describen los ensayos realizados para analizar el fenotipo de las variantes de 
RNAsat, y para conocer el efecto producido en una planta de tomate por el virus auxiliar 
y por las mezclas de RNAsat con distinto fenotipo.  
 Dada la gran capacidad de variación de los RNAsat se decidió realizar los 
ensayos partiendo de RNAsat transcrito a partir de clones de cDNA. Para ello, se 
escogieron al azar 60 variantes electroforéticas de RNAsat procedentes de las plantas de 
campo y se obtuvieron clones de longitud total para 54 de ellas, que se utilizaron como 
molde para sintetizar RNAsat infectivo mediante transcripción in vitro. El fenotipo de 
las 54 variantes de RNAsat clonadas se ensayó en tomates cv. Rutgers utilizando la cepa 
Fny de CMV como virus auxiliar. Como puede verse en la Figura 4.2, las plantas 
desarrollaron los mismos tres tipos de síntomas observados en el campo durante la 
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Figura 4.2 Bioensayo de las variantes de RNAsat en tomate cv. Rutgers con la cepa Fny 
de CMV. Las plantas muestran los síntomas de filimorfismo (A), arrepollado 
(B) y necrosis vascular (C), en comparación con una planta sana control (0). 
0 A B C 
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epidemia. El 9,2% de las variantes no modificaron los síntomas de enanismo, mosaico y 
filimorfismo inducidos por la cepa Fny de CMV, el 61,1% de las variantes indujeron 
síntomas de arrepollado y el 29,7% de las variantes indujeron necrosis (Tabla 4.2). De 
estas últimas, 14 variantes causaron una necrosis sistémica asociada inicialmente a los 
tejidos vasculares de la planta, como se ha descrito para la mayoría de las cepas de 
RNAsat necrogénicas para tomate (Kaper y Waterworth, 1977), y las variantes 89/24.1 
y 91/8.1 indujeron una necrosis diferente caracterizada por la aparición de manchas 
necróticas en la lámina de las hojas seguida por una necrosis sistémica. 
 
Existe la posibilidad de que las frecuencias de RNAsat con distinto fenotipo 
fueran el resultado de un artefacto derivado del proceso de clonaje. Los errores 
introducidos por la DNA polimerasa en la reacción de RT-PCR podrían haber 
provocado que la variante de RNAsat clonada tuviera un fenotipo distinto a la variante 
de partida, ya que una única mutación en una de las posiciones en la secuencia de 
nucleótidos que determinan el fenotipo de la variante de RNAsat puede ser suficiente 
para cambiar su fenotipo (Palukaitis y Roossinck, 1996). Para poder examinar esta 
posibilidad se analizaron y compararon las secuencias de nucleótidos de parejas de 
clones de cDNA obtenidos de forma independiente, procedentes de 15 variantes de 
 
 
Tabla 4.2 Análisis del fenotipo de las variantes de RNAsat de CMV en tomate. 
 
 
Síntomas inducidos por 
las variantes de RNAsata 
 
 
Número de 
variantes de RNAsat 
 
 
Porcentaje de 
cada  fenotipo 
 
 
Necrosis 
Arrepollado 
Filimorfismo 
 
 
16 
33 
5 
 
 
29,7 
61,1 
9,2 
  
Total 
 
54 
 
100,0 
 
a Las variantes de RNAsat se ensayaron en plantas de tomate cv. Rutgers con la cepa Fny de CMV como 
virus auxiliar. 
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RNAsat distintas. La tasa de error en la reacción RT-PCR fue estimada en 2,35 ⋅ 10-3 
incorporaciones erróneas por nucleótido, de forma que la probabilidad de que se 
produjera un error en una de las tres posiciones que determinan el fenotipo necrogénico 
(Sleat y Palukaitis, 1990) sería de 2,10 ⋅ 10-5. Por tanto, la probabilidad de un cambio de 
fenotipo del RNAsat debido a su proceso de clonaje se considera despreciable. 
 Para examinar si el fenotipo en tomate de las variantes de RNAsat podía 
depender de la cepa de CMV utilizada como virus auxiliar, se escogieron 10 variantes 
de RNAsat de entre las 54 variantes clonadas, cinco de las cuales habían resultado 
necrogénicas con la cepa Fny de CMV y las otras cinco habían resultado no 
necrogénicas. Cada una de las 10 variantes de RNAsat se volvió a ensayar en tomate 
con 10 aislados distintos de CMV, cinco de los cuales representaban el tipo genético 1 y 
otros cinco representaban el tipo genético 2, según la clasificación en tipos genéticos 
realizada por Fraile y colaboradores (1997a) para aislados españoles de CMV. Los tipos 
genéticos 1 y 2 pertenecen al subgrupo I de aislados de CMV y son los más abundantes 
en las poblaciones españolas de este virus, incluidas las existentes en las regiones 
afectadas por la epidemia de necrosis de tomate (Alonso-Prados y col., 1998). Los 
aislados de CMV utilizados en este experimento están indicados en la Tabla 3.1, en el 
capítulo de materiales y métodos. El fenotipo necrogénico o no necrogénico en tomate 
de las 10 variantes de RNAsat ensayadas fue el mismo cuando se inocularon junto con 
la cepa Fny de CMV que cuando se inocularon con cualquiera de los 10 aislados de 
CMV  utilizados como virus auxiliar. Estos resultados indican que la inducción de 
necrosis en tomate sólo depende de la variante de RNAsat y no de su interacción con el 
aislado de CMV que actúe como virus auxiliar. 
 Ya se ha señalado que en una  misma planta de tomate podía encontrarse más de 
una variante de RNAsat. Para conocer la relación entre los síntomas de las plantas de 
tomate observados en campo y el fenotipo de los RNAsat procedentes de estas plantas, 
las 54 variantes de RNAsat ensayadas anteriormente se clasificaron según dos criterios 
(Tabla 4.3): primero, por el fenotipo de cada variante al ser ensayada en tomate con la 
cepa Fny de CMV (ver total por fenotipo); segundo, por el síntoma de la planta de 
campo de la cual procedía cada variante de RNAsat (ver total por síntoma de la planta 
de origen). El tipo de síntoma (necrosis o ausencia de necrosis) de la planta de campo y 
el fenotipo (necrogénico o no necrogénico en tomate) de cada variante de RNAsat 
mostraron entre sí un grado de asociación estadística significativo (P = 0,007 en una 
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prueba G de independencia). Este análisis indica que el síntoma mostrado por la planta 
está determinado por el fenotipo de  las variantes de RNAsat que la infectan, al menos 
en el caso de las variantes de RNAsat necrogénicas. En efecto, 13 de 16 variantes 
necrogénicas (81%) procedían de plantas que mostraban necrosis sistémica, mientras 
que sólo 22 de 38 variantes no necrogénicas (58%) procedían de una planta no 
necrótica. La Tabla 4.3 muestra además la proporción de infecciones mixtas de RNAsat 
necrogénicos y RNAsat no necrogénicos, indicada por el número de variantes de 
RNAsat necrogénicas en plantas no necróticas y por el número de variantes no 
necrogénicas en plantas necróticas. La proporción de infecciones mixtas fue mayor en 
plantas necróticas (16/29, 55%) que en plantas no necróticas (3/25, 12%). Todos estos 
resultados sugieren que el fenotipo necrogénico es dominante sobre el no necrogénico 
cuando las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas infectan a la misma 
planta. 
La posible dominancia del síntoma de necrosis en plantas con infecciones mixtas 
de variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas se ensayó en un experimento en  
el   que  20  combinaciones  al   azar  de  una  variante  necrogénica   y  una  variante  no 
necrogénica se inocularon en 10 plantas de tomate cada una, con la cepa Fny de CMV 
Tabla 4.3 Relación entre el fenotipo de las variantes de RNAsat de CMV y los síntomas 
de la planta de campo de la que procedena. 
 
 
Síntomas de la planta de origen 
 
 
Fenotipo de las 
variantes de RNAsat 
 Necrosis No necrosis 
 
Total por  
fenotipo 
 
 
Necrosis 
Arrepollado 
Filimorfismo 
 
 
13 
12 
4 
 
 
3 
21 
1 
 
 
16  
33 
5 
  
Total por síntoma de la 
planta de origen  
 
29 
 
25 
 
54 
 
a Los datos indican el número de variantes de RNAsat clasificadas según dos criterios: 
1) Por su fenotipo al ser ensayadas en tomate con la cepa Fny de CMV (en columnas). 
2) Por el síntoma que mostraba la planta de campo de la que procede cada variante de RNAsat (en 
filas). 
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como virus auxiliar. Las 20 combinaciones estaban formadas por 10 variantes de 
RNAsat necrogénicas y 10 variantes no necrogénicas, de forma que cada variante de 
RNAsat entraba a formar parte de 2 combinaciones distintas (Tabla 4.4). En 18 de las 
20 combinaciones las 10 plantas inoculadas desarrollaron necrosis. En una de las dos 
combinaciones restantes no se observaron plantas necróticas, y en la otra combinación 
sólo se observó una planta necrótica de las 10 inoculadas. En estas dos últimas 
combinaciones (G - 4 y G - 9 en la Tabla 4.4) entraba a formar parte la misma variante 
de RNAsat necrogénica, 91/3.1, que procedía de una planta de campo que no mostraba 
necrosis. En cambio, la  variante necrogénica 91/3.2, procedente de la misma planta, sí 
produjo la necrosis de las 10 plantas inoculadas en cualquiera de las dos combinaciones 
en las que entraba a formar parte (H - 6 y H - 10 en la Tabla 4.4). Estos resultados 
indican que en la mayor parte de las infecciones mixtas de RNAsat distintos el fenotipo 
necrogénico domina sobre el no necrogénico.  
 
 
Tabla 4.4 Combinaciones de variantes de RNAsat de CMV ensayadas en tomate. 
 
 
Variantes de  
RNAsat  
necrogénicas a 
 
 
Variantes de  
RNAsat  
no necrogénicasa 
 
 
Combinaciones de variantes 
de RNAsat necrogénicas y 
no necrogénicas 
 
 
89/15.1 
 
A 
 
89/15.2      1 
 
A – 1 
 
A -  6 
89/42.1 B 89/20.1      2 B – 3 B -  8  
89/42.2 C 89/23.1      3 C – 2 C -  5 
90/5.1 D 90/13.1      4 D - 5 D -  8 
90/22.1 E 90/14.1      5 E - 3 E -  4 
90/24.1 F 90/17.1      6 F - 7 F - 10 
91/3.1 G 90/19.2      7 G - 4 G -  9 
91/3.2 H             91/2.2        8 H - 6 H - 10 
91/5.1 I 92/4.1        9 I  - 2 I  -  7 
94/32.1 
 
J 
 
92/10.1    10 
 
J  - 1 
 
J  -  9 
 
 
a Las letras y los números indican las combinaciones de las que cada variante de RNAsat entra a formar 
parte. 
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 Los resultados obtenidos del análisis de la frecuencia de plantas necróticas en 
campo y de la frecuencia de plantas infectadas con CMV y RNAsat indican que la 
disminución de la incidencia de necrosis observada en el campo a lo largo de la 
epidemia debió producirse por la disminución de la frecuencia de las variantes de 
RNAsat necrogénicas en la población de RNAsat, segunda de las hipótesis enunciadas 
al principio de este apartado 4.1. En efecto, la inducción de necrosis en tomate sólo 
depende del fenotipo de las variantes de RNAsat asociadas a CMV y no del aislado que 
actúe como virus auxiliar, ni de la interacción de las variantes de RNAsat necrogénicas 
con las no necrogénicas en infecciones mixtas. 
La reducción de la frecuencia de los RNAsat necrogénicos refleja la evolución 
de la población de RNAsat de CMV hacia una menor virulencia. El sistema huésped-
patógeno constituido por CMV y su RNAsat en los cultivos de tomate de la costa 
mediterránea española nos brindó una buena oportunidad para estudiar los factores que 
pueden determinar la evolución de la virulencia de un virus de plantas en la naturaleza. 
La primera aproximación al estudio de la evolución de la virulencia de CMV y su 
RNAsat consistió en el análisis de los factores que pueden determinar su eficacia 
biológica.  
 
 
 
4.2.- FACTORES DE LA EFICACIA BIOLÓGICA DEL RNA SATÉLITE DE CMV 
RELACIONADOS CON SU CICLO BIOLÓGICO 
 
 En este apartado se investigan factores que pueden determinar la eficacia 
biológica del RNAsat de CMV en tomate al estar asociados con distintas fases de su  
ciclo biológico. Los cambios en la estructura genética de la población de CMV y su 
RNAsat hacia formas de menor virulencia sugieren que en condiciones de campo los 
RNAsat necrogénicos para tomate deberían tener algún tipo de desventaja evolutiva en 
comparación con los RNAsat no necrogénicos. Por tanto, se analizaron las posibles 
diferencias entre variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas en cuanto a 
infectividad, capacidad de acumulación en plantas de tomate, eficacia de encapsidado y 
probabilidad de ser transmitidas a la descendencia de CMV.  
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4.2.1.- Infectividad del RNA satélite de CMV 
 
 Uno de los factores que puede influir en la eficacia biológica de los RNAsat es 
su infectividad. Esta se cuantificó analizando la relación entre la frecuencia de infección 
por CMV y RNAsat en tomate y la concentración de RNAsat en el inóculo para 8 
variantes de RNAsat necrogénicas y 8 variantes no necrogénicas de entre las indicadas 
en la Tabla 4.4. Cada variante de RNAsat se inoculó en tomate a tres concentraciones 
diferentes con una concentración fija de la cepa Fny de CMV. La concentración del 
virus auxiliar en el inóculo se eligió de forma que se garantizara la infección por CMV 
del 100% de las plantas inoculadas. Cada tratamiento (CMV-Fny con una variante de 
RNAsat a una concentración determinada) se ensayó en 10 plantas de tomate y 
posteriormente se evaluó la proporción de plantas infectadas por CMV y RNAsat con 
respecto al número de plantas infectadas por CMV. La infectividad de las variantes de 
RNAsat se representó a través de rectas de regresión que relacionaban la frecuencia de 
plantas con RNAsat de entre las infectadas con CMV (F) frente al logaritmo decimal de 
las distintas concentraciones de RNAsat en el inóculo (C, en µg/ml). La Figura 4.3 
muestra las rectas de regresión correspondientes a algunas de las variantes de RNAsat 
ensayadas y las rectas de regresión conjunta para todas las variantes necrogénicas y 
todas las variantes no necrogénicas. La Tabla 4.5 indica los parámetros de la regresión 
(F = a + b log C) obtenidos para cada una de las variantes de RNAsat ensayadas. La 
variación de la infectividad de cada una de las variantes de RNAsat está suficientemente 
explicada por la variación en la concentración de RNAsat en el inóculo (ver valores del 
coeficiente de determinación R2 en la Tabla 4.5), aunque la correlación entre ambas 
variables no es significativa (P > 0,05) debido a que sólo se utilizaron tres valores de 
concentración para cada una de las variantes de RNAsat. Sin embargo, al considerarse 
en conjunto todas las variantes de RNAsat necrogénicas y todas las no necrogénicas, la 
correlación entre infectividad del RNAsat y su concentración en el inóculo sí fue 
significativa (P < 0,0001). En la Figura 4.3 se observa que las variantes de RNAsat 
mostraron rectas de infectividad diferentes, sin embargo, al comparar en conjunto la 
infectividad de las variantes de RNAsat necrogénicas con la infectividad de las variantes 
no necrogénicas, las diferencias no resultaron significativas.  
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4.2.2.- Acumulación del RNA satélite de CMV 
 
 La eficacia biológica de los RNAsat puede depender también de su capacidad 
para colonizar la planta a la que infecta junto con CMV y acumularse en sus tejidos. 
Además, cuando en una planta existen infecciones mixtas de varios RNAsat, sus 
respectivas eficacias biológicas pueden depender de la capacidad de los RNAsat de 
competir entre ellos por la colonización de la planta. En el experimento que se describe 
en este apartado se cuantificó la acumulación en tejidos de tomate infectados 
sistémicamente de 10 variantes de RNAsat necrogénicas y 10 variantes no necrogénicas  
inoculadas con la cepa Fny de CMV. Cada variante de RNAsat necrogénica o no 
necrogénica se inoculó por separado (infección individual)  o en las dos combinaciones 
al azar con variantes de RNAsat de fenotipo distinto indicadas en la Tabla 4.4 (infección  
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Figura 4.3 Rectas de regresión entre la frecuencia de plantas infectadas con CMV y 
RNAsat (F) y el logaritmo decimal de la concentración  de RNAsat en el 
inóculo  (C) en µg/ml, para 5  variantes  de  RNAsat  necrogénicas (       ) o 
no necrogénicas (        ), y para todas las variantes necrogénicas (         )  o no 
necrogénicas (      ) en conjunto. La flecha (    ) señala la recta de 
infectividad de la variante de RNAsat 91/3.1.
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mixta). Cada variante de RNAsat y cada una de sus combinaciones se ensayó en 10 
plantas de tomate y la acumulación de RNAsat se cuantificó en extractos de RNA total 
de la tercera hoja por encima de la inoculada en cada una de las 10 plantas (ver ejemplo 
en Figura 4.4). La Tabla 4.6 muestra los resultados de acumulación de RNAsat para 
cada una de las variantes de RNAsat ensayadas. En las infecciones individuales no se 
observaron diferencias significativas entre la acumulación de las variantes de RNAsat 
necrogénicas y de las variantes no necrogénicas. Sin embargo, los datos 
correspondientes a infecciones mixtas indican que mientras la presencia de las variantes 
de RNAsat no necrogénicas no afectó a la acumulación de las variantes de RNAsat 
necrogénicas, la presencia de las variantes necrogénicas provocó una disminución de 
aproximadamente un orden de magnitud en la acumulación de las variantes no 
necrogénicas. Esta reducción resultó significativa en una prueba de comparación de 
medias (P < 0,0001). Hay que destacar que la acumulación en  inoculación mixta de la 
variante de RNAsat no necrogénica 90/13.1 fue similar a su acumulación en inoculación 
individual (Tabla 4.6). Esta variante de RNAsat se inoculó en combinación con la 
variante necrogénica 91/3.1, que no llegó a detectarse en dicha combinación y no indujo 
necrosis en ninguna de las diez plantas inoculadas. La posible ausencia de acumulación 
de la variante 91/3.1 pudo deberse a su poca infectividad (ver Tabla 4.5 y Figura 4.3), 
aunque es importante recordar que dicha variante es una de las pocas variantes de 
RNAsat necrogénicas que procedían de una planta de campo no necrótica. 
 
 
4.2.3.- Encapsidado del RNA satélite en las partículas de CMV 
 
 El RNAsat de CMV depende del virus auxiliar para su encapsidado. La 
capacidad del RNAsat de CMV de competir con los RNAs virales por el encapsidado 
podría influir en la eficacia de transmisión del RNAsat junto con el virus auxiliar. La 
eficacia de encapsidado de cada una de las variantes de RNAsat necrogénicas y no 
necrogénicas se estimó cuantificando la proporción del RNAsat con respecto al RNA 
total contenido en las partículas de CMV purificadas de una mezcla de la cuarta hoja del 
conjunto de las 10 plantas con infecciones individuales del experimento descrito en el 
apartado 4.2.2.  El RNA encapsidado se analizó por electroforesis en gel de agarosa, y 
las proporciones relativas de cada RNA se estimaron por densitometría de las bandas  
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correspondientes teñidas con bromuro de ethidio. La Figura 4.5 muestra los geles 
transiluminados con luz ultravioleta y los porcentajes que cada RNA constituye frente al 
RNA total encapsidado. La proporción que representa el RNAsat no fue 
significativamente diferente para las variantes necrogénicas y las no necrogénicas, sin 
embargo sí existían algunas diferencias en las fracciones de los RNAs virales. La 
proporción relativa de los RNAs 1 y 2 fue significativamente mayor en los viriones con 
RNAsat necrogénicos que en aquellos con RNAsat no necrogénicos (P = 0,01), 
mientras que las diferencias de acumulación del RNA 4 fueron en sentido inverso 
(Figura 4.5). La fracción constituida por el RNA 3 no fue significativamente diferente 
entre ambos tipos de variantes de RNAsat.  
 
 
4.2.4.- Transmisión del RNA satélite a la descendencia de CMV 
 
 Aunque las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas representan la 
misma proporción respecto al RNA total encapsidado, sí pueden afectar de forma 
diferente el encapsidado de los RNAs del virus auxiliar. Además, para el inicio de un 
nuevo ciclo de infección es necesario un conjunto de al menos tres partículas de CMV 
que encapsiden los RNAs 1, 2 y 3, respectivamente. Hasta el momento no se conoce si 
las moléculas de RNAsat se encapsidan en las partículas de CMV junto con los RNAs 
genómicos del virus o si lo hacen por sí solas en una partícula distinta (Lot y Kaper, 
1976). Por tanto, el análisis del RNA encapsidado al que se refiere el apartado 4.2.3 
puede no ser suficiente para estimar la probabilidad de transmisión del RNAsat a la 
descendencia de CMV, que también podría depender de forma importante de la 
distribución del RNAsat en las distintas partículas de CMV. Para estimar la 
probabilidad de transmisión del RNAsat a la descendencia de CMV, las preparaciones 
de partículas virales de CMV con RNAsat utilizadas en el experimento anterior se 
inocularon en hojas de un huésped de lesión localizada (Chenopodium quinoa Willd) 
para separar la descendencia. Los descendientes se multiplicaron por separado 
transfiriendo 10 lesiones locales de cada una de las variantes de RNAsat a 10 plantas de 
tabaco cv. Xanthi nc y posteriormente se determinó el número de plantas infectadas con 
CMV y con RNAsat. La fracción de plantas infectadas por CMV y por cada uno de los 
RNAsat ensayados es una estima de su probabilidad de transmisión a la descendencia. 
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La Tabla 4.7 muestra que las frecuencias de transmisión varían considerablemente para 
las distintas variantes de RNAsat, aunque las variantes necrogénicas exhiben, como 
media, una frecuencia de transmisión significativamente mayor que las variantes no 
necrogénicas (P = 0,007 en una prueba de comparación de frecuencias). 
 Hasta ahora se han analizado varios factores de la eficacia biológica del RNAsat 
de CMV relacionados con su ciclo biológico. Algunos de estos factores, como la 
infectividad del RNAsat y su capacidad de acumulación en tomate o la fracción que 
representa en el RNA encapsidado, no difieren entre las variantes de RNAsat 
necrogénicas y las no necrogénicas. Otros factores, sin embargo, favorecen a las 
 
 
Tabla 4.7 Frecuencia de transmisión del RNAsat a la descendencia de CMV. 
 
 
Variantes de 
RNAsat 
necrogénicas 
 
 
Frecuencia de 
infección por 
CMV y RNAsata 
 
Variantes de 
RNAsat 
no necrogénicas 
 
Frecuencia de 
infección por  
CMV y RNAsata 
 
 
89/15.1 
89/42.1 
89/42.4 
90/5.1 
90/22.1 
90/24.1 
91/3.1 
91/3.2 
91/5.1 
94/32.1 
 
 
0,75 
0,46 
0,90 
0,73 
0,88 
0,56 
1,00 
0,89 
0,90 
0,75 
 
 
89/15.2 
89/20.1 
89/23.1 
90/13.1 
90/14.1 
90/17.1 
90/19.2 
91/2.2 
92/4.1 
92/10.1 
 
 
0,10 
0,70 
0,33 
0,60 
0,78 
0,75 
0,67 
0,29 
0,85 
0,40 
  
Totalb 
 
0,78 ± 0,05 
 
Totalb 
 
0,55 ± 0,08 
 
a Frecuencia de plantas infectadas por CMV y RNAsat con respecto al número de plantas infectadas por 
CMV. 
b Frecuencia de infección por CMV y RNAsat (media ± error estándar) para el conjunto de las variantes 
de RNAsat necrogénicas y de las no necrogénicas. 
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primeras frente a las segundas: las variantes necrogénicas compiten favorablemente con 
las no necrogénicas en infecciones mixtas, y también tienen mayor probabilidad de 
transmisión a la descendencia con el virus auxiliar. Ninguno de estos factores supone 
una desventaja evolutiva de los RNAsat necrogénicos en relación con los RNAsat no 
necrogénicos que explique la evolución de la población del RNAsat hacia una menor 
virulencia. Por tanto, se analizaron factores de la eficacia biológica de los RNAsat 
relacionados con su interacción con el virus auxiliar.    
 
 
 
4.3.- FACTORES DE LA EFICACIA BIOLÓGICA DEL RNA SATÉLITE DE CMV 
RELACIONADOS CON SU INTERACCIÓN CON EL VIRUS AUXILIAR  
 
 En el experimento descrito en el apartado 4.2.3 se obtuvieron preparaciones de 
partículas virales de CMV, procedentes de la inoculación en tomate de la cepa Fny de 
CMV con 10 variantes de RNAsat necrogénicas y 10 variantes de RNAsat no 
necrogénicas. La cuantificación por espectrofotometría de estas preparaciones mostró 
que las variantes de RNAsat necrogénicas producían una depresión de la acumulación 
de CMV significativamente mayor que las variantes no necrogénicas (datos no 
mostrados). Para comprobar si el efecto del RNAsat en la reducción de la acumulación 
de CMV era general, se escogieron 10 aislados de campo de CMV, libres de RNAsat, 
cinco de los cuales representaban el tipo genético 1 y los otros cinco representaban el 
tipo genético 2 (ver Tabla 3.1 en el capítulo de materiales y métodos). Cada aislado de 
CMV se inoculó en plantas de tomate de forma individual o en combinación con cada 
una de cinco variantes de RNAsat necrogénicas y cinco variantes no necrogénicas, 
escogidas al azar entre las 20 variantes de RNAsat utilizadas en todos los experimentos 
anteriores. En cada tratamiento se utilizaron cinco plantas, de las que se obtuvieron 
preparaciones de partículas virales por separado. La concentración de viriones de CMV 
en estas preparaciones se cuantificó mediante ELISA. Cada una de las variantes de 
RNAsat ensayadas provocó una reducción significativa en la acumulación de cada uno 
de los aislados de CMV (no mostrado). La Tabla 4.8 indica la reducción media de la 
acumulación de CMV, cuando para cada una de las variantes de RNAsat se 
consideraron en conjunto todos los aislados de CMV utilizados como virus auxiliar. El 
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efecto de reducción de la acumulación viral fue variable para cada variante de RNAsat, 
y en conjunto fue significativamente mayor para las variantes necrogénicas que para las 
variantes no necrogénicas (P < 0,0001 en una prueba de comparación de medias). 
 
 
 Los resultados obtenidos indican que la interacción del RNAsat con CMV 
provoca una reducción de la acumulación del virus auxiliar en los tejidos infectados. 
Esta disminución de la concentración del virus podría tener consecuencias en la 
transmisión tanto de CMV como del propio RNAsat, afectando por tanto a la eficacia 
biológica de ambos. Los factores que pueden influir en la transmisión de CMV y su 
RNAsat por pulgones se analizan en el apartado siguiente. 
 
 
 
4.4.- FACTORES DE LA EFICACIA BIOLÓGICA DE CMV Y SU RNA 
SATÉLITE RELACIONADOS CON SU TRANSMISION POR VECTORES 
 
4.4.1.- Transmisión de CMV y su RNA satélite  por pulgones 
 
 En este apartado se analiza el papel de la transmisión vectorial como factor de la 
eficacia biológica de CMV y su RNAsat. Para examinar si la presencia del RNAsat de 
CMV tenía algún efecto en la eficacia de transmisión de CMV, si este efecto era el 
mismo para las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas, y si existían 
diferencias en la transmisión de los dos tipos de variantes de RNAsat, se diseñó un 
experimento de transmisión utilizando como vector la especie de pulgón A. gossypii. 
Como plantas "fuente" de inóculo para la adquisición del virus por los pulgones se 
utilizaron tomates infectados por la cepa Fny de CMV sin RNAsat o en combinación 
con cinco variantes de RNAsat necrogénicas o seis variantes de RNAsat no 
necrogénicas. Estas variantes de RNAsat se escogieron al azar entre las 20 utilizadas en 
los ensayos descritos en apartados anteriores. Los experimentos de transmisión 
consistieron en tres ensayos diferentes para cada combinación de Fny con una variante 
de RNAsat, y tres ensayos con la cepa Fny de CMV sin RNAsat que se repitieron tres 
veces a lo largo del tiempo que duraron los ensayos con RNAsat. La transmisión de 
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Tabla 4.8 Acumulación de partículas de CMV en hojas de tomate. 
 
 
Tratamiento 
 
Acumulación virala 
 
CMV 
 
1124,49 ±  326,37 
 
CMV y RNAsat necrogénicos: 
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
91/5.1 
94/32.1 
 
 
 
170,21  ±    56,21 
116,88  ±   46,31 
 97,70  ±   14,77 
 97,59  ±   11,10 
 81,50  ±   10,90 
  
Totalb 
 
111,40  ±     7,33 
 
CMV y RNAsat no necrogénicos: 
89/15.2 
89/20.1 
90/17.1 
90/19.2 
91/2.2 
 
 
 
291,24   ±   56,21 
270,66   ±   46,31 
219,19   ±   28,03 
358,96   ±   70,87 
211,20   ±   40,76 
  
Totalb 
 
265,29   ±  21,75 
 
a Acumulación de CMV, medida en µg de partículas virales por g de peso fresco, en hojas de infección 
sistémica cuando 10 aislados distintos de CMV se inocularon individualmente o en combinación con 5 
variantes de RNAsat necrogénicas y 5 no necrogénicas. Se analizaron 5 plantas en cada tratamiento y se 
consideraron sólo aquellas que estaban infectadas por CMV con RNAsat, excepto en las inoculaciones 
individuales de CMV. Los valores son la media ± error estándar cuando se consideraron los 10 aislados 
de CMV en conjunto. 
b Acumulación de CMV (medida ± error estándar) para el conjunto de tratamientos con variantes de 
RNAsat necrogénicas y  no necrogénicas. 
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CMV se realizó desde las plantas "fuente" de inóculo a nuevas plantas de tomate 
utilizando tres pulgones por planta. 
 La Tabla 4.9 muestra las frecuencias de transmisión obtenidas para la cepa Fny 
de CMV por separado y en combinación con cada variante de RNAsat. La presencia de 
cualquiera de las variantes de RNAsat provocó una reducción de la eficiencia de 
transmisión de CMV. La reducción media de transmisibilidad considerando todas las 
variantes de RNAsat en conjunto fue significativa en comparación con la 
transmisibilidad de CMV en ausencia de RNAsat (P < 0,0001 en una prueba de 
comparación de frecuencias). Esta reducción en la eficacia de transmisión de CMV fue 
similar para las variantes de RNAsat necrogénicas y las variantes no necrogénicas: 
reducciones del 24% y 28%, respectivamente, asumiendo un 100% de transmisibilidad 
para la cepa Fny. En el caso de las variantes de RNAsat no necrogénicas los valores de 
transmisibilidad de CMV variaron considerablemente (desde un 35% a un 81%) 
dependiendo de la variante de RNAsat. No ocurrió así en el caso de las variantes de 
RNAsat necrogénicas, para las que la transmisibilidad de CMV fue mucho más 
homogénea (64 - 66%). 
 La Tabla 4.9 también muestra la proporción de plantas infectadas por CMV que 
además lo estaban con el RNAsat. Esta proporción mide la transmisibilidad del RNAsat 
junto con el virus auxiliar. La Tabla 4.9 indica que la infección con las variantes de 
RNAsat necrogénicas fue del 100% en todos los casos, mientras que la infección con las 
variantes no necrogénicas varió entre un 96% y un 100% (98% como media). Aunque 
estas diferencias de transmisibilidad son pequeñas, resultaron significativas mediante 
una prueba de independencia de Fisher (P = 0,007). Hay que destacar que los pulgones 
emplearon aproximadamente el doble de tiempo en alimentarse sobre hojas infectadas 
con CMV y RNAsat necrogénicos (alrededor de 60 segundos), que en alimentarse sobre 
hojas infectadas sólo con CMV o con CMV y RNAsat no necrogénicos (alrededor de 
30 segundos), a pesar de que las hojas no mostraran síntomas visibles de necrosis.  
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Tabla 4.9 Eficacia de transmisión por Aphis gossypii de CMV con y sin RNAsat. 
 
 
Tratamiento 
 
 
Eficacia de  
transmisión de  
CMVa 
 
 
Eficacia de  
transmisión  
del  RNAsatb 
 
 
CMV 
 
 369/429 (86%)  
 
CMV y RNAsat necrogénicos: 
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
91/5.1 
94/32.1 
 
 
 
91/140 (65%) 
62/  95 (65%) 
90/136 (66%) 
91/142 (64%) 
93/144 (65%) 
 
 
91/  91 (100%)
62/  62 (100%)
90/  90 (100%)
91/  91 (100%)
93/  93 (100%)
 
Total c 
 
427/657 (65%) 427/427 (100%)
 
CMV y RNAsat no necrogénicos: 
89/15.2 
89/20.1 
90/14.1 
90/17.1 
90/19.2 
91/2.2 
 
 
 
68/  95 (72%) 
114/140 (81%) 
80/144 (56%) 
65/  94 (69%) 
77/143 (54%) 
33/  93 (35%) 
 
65/  68   (96%)
114/114 (100%)
79/  80   (99%)
63/  65   (97%)
76/  77   (99%)
32/  33   (97%)
 
Total c 
 
437/709 (62%) 429/437   (98%)
 
a Eficacia de transmisión de CMV expresada como número de plantas infectadas por CMV (cepa Fny) 
con respecto al número total de plantas inoculadas, utilizando 3 pulgones por planta. Los porcentajes 
correspondientes se indican entre paréntesis. Los datos corresponden a la suma de los 3 ensayos de 
CMV con RNAsat o de los 9 ensayos de CMV sin RNAsat. 
b Eficacia de transmisión del RNAsat expresada como número de plantas infectadas por CMV y RNAsat 
con respecto al número total de plantas infectadas por CMV. Los porcentajes correspondientes se 
indican entre paréntesis. 
c  Eficacia de transmisión de CMV y de su RNAsat para el conjunto de tratamientos con variantes de 
RNAsat necrogénicas y no necrogénicas. 
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4.4.2.- Relación entre la frecuencia de transmisión de CMV y su acumulación en los 
tejidos infectados  
 
 La reducción de la transmisibilidad de CMV por pulgones asociada a la 
presencia del RNAsat podía ser el resultado del efecto de éste en la acumulación del 
virus auxiliar, descrito en el apartado 4.3. Por otro lado, la interacción del RNAsat  con 
CMV podría tener un efecto directo en el mecanismo de transmisión de CMV, 
interfiriendo por ejemplo en la interacción del virus con el vector. Para comprobar si la 
reducción de la eficacia de transmisión de CMV asociada al RNAsat estaba o no 
relacionada con el nivel de acumulación de CMV en las plantas usadas como "fuente" 
de inóculo, inmediatamente después de realizados los experimentos de transmisión se 
purificaron los viriones de las hojas en las que los pulgones habían adquirido el virus, y 
las preparaciones de partículas virales se cuantificaron por ELISA con anticuerpos 
frente a la proteína de la cápsida de la cepa Fny de CMV. La probabilidad de 
transmisión de CMV por un único pulgón se estimó a partir de los datos presentados en 
la Tabla 4.9 mediante la ecuación de Gibbs y Gower (Gibbs y Gower, 1960), y se 
relacionó con la acumulación de CMV en las hojas "fuente" de inóculo en cada uno de 
los experimentos de transmisión. La Tabla 4.10 indica que la presencia de las distintas 
variantes de RNAsat resultó en una disminución significativa de la acumulación de 
CMV (P < 0,0001), y que este efecto de depresión no fue significativamente diferente 
para las variantes de RNAsat necrogénicas y las variantes de RNAsat no necrogénicas. 
Los valores de acumulación de CMV en presencia de las variantes no necrogénicas 
mostraron mayor dispersión que los correspondientes a las variantes necrogénicas, y en 
algunos casos variaron considerablemente entre ensayos distintos del mismo 
experimento (ver por ejemplo los valores para la variante de RNAsat 91/2.2 en la Tabla 
4.10). En la misma tabla también se observa que la frecuencia de transmisión de CMV 
por un pulgón parece mantener una correlación con la acumulación de CMV. Esta 
correlación se observa mejor en la Figura 4.6, que representa la relación entre la 
frecuencia de transmisión de CMV por un pulgón y la acumulación de CMV para cada 
una de las plantas fuente de inóculo utilizadas en los experimentos de transmisión. El 
análisis estadístico de la correlación entre ambas variables se llevó a cabo realizando 
una  transformación logarítmica de los datos de una de las variables, la acumulación de 
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Tabla 4.10 Acumulación de partículas de CMV en las hojas "fuente" de inóculo y 
estimación de la frecuencia de transmisión de CMV por un único pulgón. 
 
 
Tratamiento 
 
 
Acumulación  
virala 
 
 
Frecuencia de 
transmisiónb 
 
 
CMV 
      
1343 ± 163 
 
0,48 
 
CMV y RNAsat necrogénicos: 
  
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
91/5.1 
94/32.1 
 
356 ±   19 
297 ±    4 
       370 ±  37 
       258 ±  25 
       237 ±  25 
 
0,30 
0,30 
0,30 
0,29 
0,29 
  
Totalc  
      
 304 ±  18 
 
0,30 
 
CMV y RNAsat no necrogénicos: 
  
89/15.2 
89/20.1 
90/14.1 
90/17.1 
90/19.2 
91/2.2 
 
       212 ± 156 
  328 ±   35 
       163 ±   48 
       218 ± 113 
       165 ±   38 
       129 ± 126 
 
0,34 
0,43 
0,24 
0,32 
0,23 
0,14 
  
Totalc 
        
206 ±   31 
 
0,27 
 
a Acumulación de CMV (cepa Fny), medida en µg de partículas virales por g de peso fresco, en las hojas 
"fuente" de inóculo (media ± error estándar de los 9 ensayos realizados con CMV o de los 3 ensayos 
realizados con CMV y cada una de las variantes de RNAsat). 
b  Frecuencia de transmisión de CMV por un único pulgón estimada mediante la expresión de Gibbs y 
Gower (1960): F = 1 – (1 – R/N)1/i, donde F es la frecuencia de transmisión estimada, R es el número de 
plantas infectadas por CMV, N es el número total de plantas inoculadas, e i es el número de pulgones 
por planta utilizados. R, N e i son los indicados en la Tabla 4.9. 
c Acumulación (media ± error estándar) y frecuencia de transmisión de CMV para el conjunto de 
tratamientos con las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas. 
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Figura 4.6 Relación entre la frecuencia de transmisión de CMV por un pulgón (F) y la 
acumulación de sus partículas virales (V, en µg de virus por g de peso 
fresco), para cada una de las plantas fuente de inóculo infectadas con CMV 
(cepa Fny) (   ), CMV con variantes de RNAsat necrogénicas (   ) y CMV 
con variantes de RNAsat no necrogénicas (  ). Se indican las curvas de 
regresión obtenidas mediante la transformación logarítmica de V: 
F = a + b lnV (         ); o de V y F: F = a Vb (         ); para el conjunto de 
plantas fuente de inóculo utilizadas. Los parámetros de regresión a y b, y la 
significación del test de correlación están indicados en la Tabla 4.11.
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CMV, o de las dos variables, acumulación de CMV y frecuencia de transmisión de 
CMV por un pulgón. Los resultados del análisis de correlación están expuestos en la 
Tabla 4.11. Cuando se consideraron en conjunto los datos de todas las plantas "fuente" 
de inóculo utilizadas en el experimento, la correlación entre la frecuencia de transmisión 
de CMV y la acumulación del virus en los tejidos infectados resultó significativa con 
cualquiera de las dos transformaciones utilizadas. Cuando sólo se consideraron los datos 
correspondientes a las plantas infectadas con CMV y RNAsat, la correlación entre las 
dos variables seguía siendo significativa. Sin embargo, cuando en el análisis de 
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correlación se consideraron únicamente los datos de las plantas infectadas con CMV sin 
RNAsat, la correlación entre la eficacia de transmisión y la acumulación de CMV no 
fue significativa con ninguna de las dos transformaciones. Esta falta de correlación, 
unida a que los datos de las plantas infectadas por CMV con y sin RNAsat no variaban 
dentro del mismo intervalo de acumulación viral (Figura 4.6), no permitió analizar el 
papel de otros factores relacionados con la interacción de CMV y su RNAsat en la 
transmisibilidad de CMV. 
 Los resultados expuestos en el apartado 4.4 indican que el RNAsat reduce la 
eficacia de transmisión de CMV por pulgones, disminuyendo por consiguiente su propia 
eficacia de transmisión. El efecto del RNAsat en la transmisibilidad de CMV puede 
 
 
Tabla 4.11 Análisis de la correlación entre la frecuencia de transmisión de CMV y su 
acumulación en la hoja "fuente" de inóculo. 
 
 
Parámetros de regresión 
Correlacióna 
 
 
Transformación
de datosb 
 
 
Coeficiente 
de 
correlación
 
 
     Pc 
 a b 
CMV 
 
F = a + b lnV 
F = a Vb 
 
0,0530 
0,1017 
0,8922
0,7945
 
0,4034 
0,3462 
 
0,0134 
0,0486 
CMV con RNAsat 
 
F = a + b lnV 
F = a Vb 
 
0,5163 
0,7945 
0,0041
< 0,0001
 
0,0102 
0,0170 
 
0,0541 
0,5181 
Datos en conjunto 
 
 
 
F = a + b lnV 
F = a Vb 
 
 
 
0,6874 
0,7994 
 
< 0,0001
< 0,0001
 
 
-0,0874 
0,0276 
 
 
 
0,0788 
0,4203 
 
 
a Se ha analizado la correlación entre la frecuencia de transmisión y la acumulación de CMV (cepa Fny) 
en las plantas "fuente" de inóculo para tres conjuntos de datos: plantas infectadas con CMV, plantas 
infectadas con CMV y RNAsat, y todas las plantas en conjunto. Los símbolos son los indicados en la 
Figura 4.6. 
b El análisis de correlación se realizó a través de la transformación logarítmica de la acumulación de 
CMV (V, en µg de virus por g de peso fresco): F = a + b lnV; o de la acumulación de CMV (V) y de la 
frecuencia de transmisión (F): F = a Vb. En estas expresiones a y b son los parámetros de regresión. 
c Probabilidad en la prueba de significación de la correlación. 
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explicarse por la depresión que el primero produce en la acumulación del virus auxiliar, 
aunque no pueden descartarse otros efectos relacionados con la interacción entre CMV 
y su RNAsat. 
 
 
 
4.5.- VIRULENCIA DE CMV Y SU RNA SATÉLITE EN TOMATE 
 
 La virulencia de CMV y su RNAsat en su huésped es un factor más de su 
eficacia biológica que también puede haber contribuido a la evolución de las 
poblaciones de RNAsat. La virulencia de un patógeno puede considerarse como la 
reducción que éste produce en la eficacia biológica de su huésped. Dado que en muchos 
casos la supervivencia del patógeno puede depender del huésped, una disminución de la 
eficacia biológica de este último puede suponer a su vez una reducción de la eficacia 
biológica del patógeno que lo infecta. Los experimentos descritos en este capítulo 
pretenden cuantificar el efecto de la infección por CMV y su RNAsat en la eficacia 
biológica de las plantas de tomate, estimando su influencia en el crecimiento y en la 
senescencia de la masa vegetal. Estos datos permitirán más adelante cuantificar la 
virulencia de este patógeno en tomate.  
 
 
4.5.1.- Efecto de CMV y su RNA satélite en el crecimiento de las plantas de tomate  
 
 El efecto de la infección por CMV y su RNAsat en el crecimiento de plantas de 
tomate se analizó por comparación de la masa vegetal producida por plantas no 
infectadas y por plantas infectadas con la cepa Fny de CMV, y con dicha cepa en 
combinación con cinco variantes de RNAsat necrogénicas y cinco variantes no 
necrogénicas. Estas variantes de RNAsat ya habían sido utilizadas para el análisis de 
otros factores de la eficacia biológica en los apartados anteriores. Cada tratamiento se 
inoculó en cinco plantas, y 27 días después de la inoculación las plantas se cosecharon y 
se determinó la masa vegetal de la parte aérea, medida como peso seco. Los resultados 
obtenidos están  indicados en la Tabla 4.12, y muestran que la masa vegetal de las 
plantas infectadas fue menor en todos los casos que la correspondiente a las plantas no 
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infectadas. El menor crecimiento correspondió a las plantas infectadas por CMV y 
RNAsat necrogénicos, seguidas por las plantas infectadas con CMV sin RNAsat, y por 
las infectadas con CMV y RNAsat no necrogénicos.  Las diferencias de masa vegetal 
entre las plantas sanas y las infectadas con CMV y RNAsat no necrogénicos o con 
 
 
Tabla 4.12 Masa vegetal de la parte aérea de plantas de tomate. 
 
 
Tratamiento 
 
Masa vegetala 
 
Plantas sanas 
 
1818,4 ±   80,7 
 
Plantas con CMV 
 
1410,5 ± 210,5 
 
Plantas con CMV y RNAsat necrogénicos: 
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
90/5.1 
91/32.1 
 
 
 
997,0 ±   73,0 
904,4 ± 148,1 
899,4 ± 165,6 
786,2 ± 130,1 
909,2 ± 171,7 
 
Totalb 
 
899,2 ±  59,6 
 
Plantas con CMV y RNAsat no necrogénicos: 
89/15.2 
89/20.1 
90/17.1 
91/19.2 
94/2.2 
 
 
 
1631,4 ± 143,9 
1362,0 ±   62,5 
1598,6 ± 191,6 
1480,4 ± 319,9 
1735,6 ± 141,0 
 
Totalb 
 
 
1561,6 ±   82,5 
 
 
a Masa vegetal (media ± error estándar), medida en mg de peso seco, de la parte aérea de 5 plantas sanas, 
infectadas por CMV (cepa Fny), e infectadas por CMV con variantes de RNAsat necrogénicas y no 
necrogénicas. 
b Masa vegetal ( media ± error estándar) para el conjunto de tratamientos con variantes de RNAsat 
necrogénicas y no necrogénicas. 
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CMV sin RNAsat no resultaron significativas. Sin embargo, la masa vegetal de las 
plantas infectadas con CMV y RNAsat necrogénicos fue significativamente inferior a la 
de las plantas sanas o infectadas con CMV y RNAsat no necrogénicos (P < 0.0001, en 
una prueba de comparación de medias).  
 
 
4.5.2.- Efecto de CMV y su RNA satélite en la senescencia de las plantas de tomate 
 
 Además del efecto en el crecimiento de las plantas, la infección por CMV y 
RNAsat podría provocar otros efectos, como por ejemplo una aceleración de la 
senescencia de las plantas infectadas. Ambos efectos podrían estar o no relacionados. 
Para analizar la influencia de la infección en la senescencia de las plantas los 
tratamientos, formados por la cepa Fny de CMV sin RNAsat o en combinación con 
cinco variantes de RNAsat necrogénicas y cinco variantes no necrogénicas, se 
inocularon en cinco plantas de tomate 15 días después de su transplante. Las  plantas 
inoculadas se mantuvieron en el invernadero durante un periodo de 75 días desde el 
transplante, y durante ese tiempo se fueron recogiendo las hojas de cada planta a medida 
que iban alcanzando el estado de senescencia, identificado por el desarrollo de un color 
parduzco y porque se desprendían del tallo fácilmente. Según se recogía cada hoja se 
fue anotando el número de la hoja dentro de la planta (primera, segunda, etc., en orden 
ascendente de inserción en el tallo a partir de los cotiledones), el tiempo transcurrido 
desde el momento del transplante, y se determinó su masa medida como peso seco. Al 
examinar estos datos se observó que el tiempo transcurrido desde el transplante hasta la 
senescencia de cada hoja (a partir de ahora duración de la hoja) se correlacionaba 
positivamente con la masa vegetal de dicha hoja para las hojas de la parte baja de la 
planta (desde la primera hasta aproximadamente la cuarta) pero no para las hojas 
superiores (datos no mostrados). Para buscar una correlación entre la senescencia y la 
masa que se mantuviera para todas las hojas de la planta, la duración de cada hoja se 
relacionó con la suma de la masa vegetal de dicha hoja y de todas las hojas de la misma 
planta que hubieran alcanzado la senescencia con anterioridad (masa vegetal 
senescente). Como ejemplo, la Tabla 4.13 muestra para cada tratamiento la duración de 
la cuarta hoja y la masa vegetal senescente en la planta hasta la senescencia de dicha 
hoja, y la Figura 4.7 muestra la relación entre ambas variables teniendo en cuenta todas 
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Tabla 4.13 Duración hasta la senescencia de la cuarta hoja y masa vegetal senescente en 
las plantas de tomatea. 
 
 
Tratamiento 
 
Duración de  
las hojas  
 
Masa vegetal 
senescente  
 
Plantas sanas 
 
76,0 ± 5,0 
 
459,8 ± 35,6 
 
Plantas con CMV 
 
63,6 ± 3,9 
 
282,4 ± 34,0 
 
Plantas con CMV y RNAsat necrogénicos: 
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
90/5.1 
91/32.1 
 
 
 
34,6 ± 0,4 
36,2 ± 1,0 
33,8 ± 0,4 
33,8 ± 0,4 
33,0 ± 1,2 
 
 
168,3  ±  8,4 
174,6 ± 10,8 
197,4  ±  8,8 
181,1  ±  5,2 
177,6  ±  5,3 
 
Totalb 
 
34,4 ± 0,4 
 
179,5  ±  4,6 
 
Plantas con CMV y RNAsat no necrogénicos: 
89/15.2 
89/20.1 
90/17.1 
91/19.2 
94/2.2 
 
 
 
67,6 ± 5,4 
79,0 ± 1,4 
69,6 ± 2,9 
69,8 ± 2,3 
71,2 ± 1,7 
 
 
303,5 ± 33,8 
253,3 ± 18,1 
304,4 ± 28,0 
245,0 ± 17,2 
271,3 ± 24,0 
 
Totalb 
 
71,1 ± 1,5 
 
276,4 ± 11,6 
 
a Los datos muestran la duración de la 4ª hoja de plantas de tomate desde el transplante hasta la 
senescencia (días) y la suma de su masa vegetal y la de todas las hojas que alcanzaron la senescencia 
con anterioridad a ella (media ± error estándar, en mg de peso seco). 
b Duración de la 4ª hoja y masa vegetal senescente para el conjunto de tratamientos con variantes de 
RNAsat necrogénicas y no necrogénicas. 
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las hojas senescentes durante el periodo de 75 días, para el tratamiento no infectado, el 
infectado con CMV sin RNAsat, y el conjunto de tratamientos infectados con CMV con 
RNAsat necrogénicos y no necrogénicos. La Tabla 4.14 indica que para todos los 
tratamientos existía una correlación lineal significativa entre la duración de cada hoja 
(D) y la raíz cuadrada de la masa vegetal senescente en la planta (M) (P < 0.0001 en 
todos los casos). La Tabla 4.14 muestra también los parámetros estadísticos de la 
correlación de cada uno de los tratamientos y de las correspondientes curvas de 
Figura 4.7 Relación entre la duración de las hojas y la masa vegetal senescente. El 
tiempo de duración de cada hoja desde el transplante hasta su senescencia 
(D, en días), se relacionó con la suma de su masa vegetal y la de todas las 
hojas que alcanzaron la senescencia con anterioridad a ella (M, en mg de 
peso seco). Las curvas indican las regresiones lineales entre D y la raíz 
cuadrada de M: D = a + b para las plantas sanas (      ) y las plantas 
infectadas con CMV (cepa Fny) (     ), CMV con variantes de RNAsat 
necrogénicas (      )  o  CMV con  variantes  de  RNAsat  no  necrogénicas 
(     ). Los parámetros de regresión a y b y la significación del test de 
correlación están indicados en la Tabla 4.14.
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Tabla 4.14 Análisis de la correlación entre la duración de las hojas y la masa vegetal 
senescente en las plantas de tomatea. 
 
 
Parámetros de regresiónb 
Tratamiento 
 a b 
 
Coeficiente  
de  
correlación 
 
 
Pc 
 
 
Plantas sanas 
 
13,9693 
 
3,0303 
 
0,9464 
 
<10-4 
 
Plantas con CMV 
 
7,3080 
 
3,4561 
 
0,9556 
 
<10-4 
 
Plantas con CMV y RNAsat 
necrogénicos:  
89/15.1 
89/42.1 
90/22.1 
91/5.1 
94/32.1 
 
 
 
  
25,6425 
12,1372 
25,0340 
25,7960 
26,0815 
 
 
 
  
0,6250 
2,3336 
0,5916 
0,5671 
0,5467 
 
 
 
  
0,8436 
0,8052 
0,8463 
0,9378 
0,7128 
 
 
 
  
<10-4 
<10-4 
<10-4 
<10-4 
<10-4 
 
 
Total 
 
17,7390 
 
1,4856 
 
0,6490 
 
<10-4 
 
Plantas con CMV y RNAsat  
no necrogénicos:  
89/15.2 
89/20.1 
90/17.1 
90/19.2 
91/2.2 
 
 
 
  
12,3558 
8,3580 
18,0165 
11,3289 
7,1472 
 
 
 
  
3,1272 
4,0563 
3,0004 
3,5824 
3,9349 
 
 
 
  
0,9624 
0,9264 
0,9525 
0,9594 
0,9439 
 
 
 
  
<10-4 
<10-4 
<10-4 
<10-4 
<10-4 
 
 
Total 
 
12,4600 
 
3,4383 
 
0,9317 
 
<10-4 
 
a Se ha analizado la correlación entre el tiempo de duración de cada hoja desde el transplante hasta su 
senescencia (D, en días), con la suma de su masa vegetal y la de todas las hojas que alcanzaron la 
senescencia con anterioridad a ella (M, en mg de peso seco). 
b Parámetros de la regresión lineal entre D y la raíz cuadrada de M  según la expresión: 
D a b M= + . 
c Probabilidad en la prueba de significación de la correlación.  
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regresión. El efecto de la infección en la senescencia de la planta en los distintos 
tratamientos se analizó por comparación de las regresiones conjuntas indicadas en la 
Tabla 4.14 y en la Figura 4.7. La regresión correspondiente a los tratamientos de CMV 
con RNAsat necrogénicos mostró una pendiente significativamente diferente al resto de 
tratamientos (P < 0,0001), y éstos últimos sólo resultaron diferentes en el valor de la 
ordenada en el origen (P = 0.003). 
 
 
 Los resultados obtenidos en el apartado 4.5 indican que CMV con RNAsat de 
fenotipo necrogénico, además de reducir el crecimiento de las plantas infectadas en 
relación con las sanas, acelera de forma importante la muerte de los tejidos infectados. 
Sin embargo, CMV sin RNAsat o CMV con RNAsat de fenotipo no necrogénico no 
afectan de forma significativa el crecimiento de las plantas infectadas pero sí aceleran la 
senescencia de sus tejidos. En el apartado siguiente se incorporan estos resultados en 
una estima cuantitativa de la virulencia en tomate de CMV con y sin RNAsat, para 
realizar un análisis de predicción de la evolución de la virulencia de estos patógenos.  
 
 
 
4.6.- EVOLUCIÓN DE LA VIRULENCIA DE CMV Y SU RNA SATÉLITE. 
APLICACIÓN DE MODELOS EPIDEMIOLÓGICOS DE COEVOLUCIÓN 
HUÉSPED-PATÓGENO 
 
 Las conclusiones teóricas de los modelos epidemiológicos de coevolución de 
huéspedes y patógenos indican que la evolución de la virulencia de un patógeno puede 
seguir direcciones diferentes que dependen principalmente de la relación que exista 
entre los factores que determinan la virulencia del patógeno y los que determinan  su 
transmisión. La relación entre virulencia y transmisión puede ser diferente para cada 
interacción huésped-patógeno y puede además variar en función de las condiciones 
ambientales. En los apartados anteriores se han analizado algunos factores de la eficacia 
biológica de CMV y su RNAsat que determinan la relación entre su virulencia y su 
transmisión. En este apartado se pretende introducir estos resultados en modelos 
epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno para tratar de explicar la evolución 
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de la población de CMV y RNAsat hacia una menor virulencia. Como se ha visto en la 
introducción de esta tesis, para aplicar dichos modelos es necesario estimar tres 
parámetros epidemiológicos fundamentales (ver las Ecuaciones 1.1 y 1.2): la tasa de 
mortalidad de las plantas en ausencia de la enfermedad (b); la virulencia del patógeno, 
es decir el incremento de la tasa de mortalidad de las plantas debido a la infección (α); y 
la tasa de transmisión del patógeno (β). El parámetro b se ha estimado para plantas de 
tomate sanas y los parámetros α y β se han estimado considerando a CMV sin RNAsat, 
y CMV con cinco variantes distintas de RNAsat necrogénicos y con cinco variantes 
distintas de RNAsat no necrogénicos como 11 patógenos distintos. 
 
 
4.6.1.- Estimación de la virulencia de CMV y de su RNA satélite 
 
La tasa de mortalidad de plantas de tomate sanas b y el incremento de 
mortalidad α de las plantas infectadas por cada uno de los 11 patógenos considerados 
pueden calcularse a partir de una estima de las duraciones de un cultivo de tomate sano 
(Dx)  y de cultivos de tomate infectados (Dy) (ver Anderson y May, 1982; y Zhang y 
col., 2000), según las expresiones: 
b = 1/Dx  b + α = 1/Dy   Ecuaciones 4.2  
Por tanto, los parámetros b y α se expresan en unidades de tiempo-1. 
La duración del cultivo sano se estableció en Dx = 105 días, que corresponde a la 
duración estimada para un cultivo de tomate de temporada, tradicional en la zona 
afectada por la epidemia, desde el transplante a principios de abril hasta mediados de 
julio, momento en el que la epidemia se detenía a causa de las temperaturas elevadas 
(Jordá y col., 1992). Esta duración del cultivo también sería válida para los ciclos 
tempranos de tomate, habituales también en la costa mediterránea, desde el transplante a 
primeros de febrero hasta la recolección a mediados de mayo (Maroto, 1989). El valor 
de la tasa de mortalidad en ausencia de infección resultó por tanto: 
b = 0,00952 días-1 
 La duración de los cultivos infectados por cada uno de los 11 patógenos 
considerados se calculó en relación con la duración de un cultivo sano, al igual que en 
Zhang y colaboradores (2000), según una expresión del tipo: 
   Dy = dy . Dx     Ecuación 4.3 
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donde dy representa la supervivencia relativa de las plantas infectadas con respecto a las 
plantas sanas, que depende del grado de virulencia de cada patógeno. En el caso de 
muchos patógenos de plantas cuya infección no resulta letal, la virulencia puede 
estimarse en función de la disminución de biomasa debida a la reducción del 
crecimiento de las plantas infectadas. Los resultados del apartado 4.5 indican que CMV 
sin RNAsat o con RNAsat necrogénicos y no necrogénicos pueden producir tanto una 
reducción del crecimiento de las plantas como una reducción de la longevidad de los 
tejidos infectados. Para la estimación cuantitativa de la virulencia de CMV y su RNAsat 
se han tenido en cuenta ambos efectos de la infección. En el experimento descrito en el 
apartado 4.5.1 se recogió una muestra de cinco plantas escogidas al azar de entre todos 
los tratamientos del experimento en un momento en que las plantas aún no mostraban 
diferencias de tamaño apreciables y antes de que hubieran aparecido los primeros 
síntomas de infección. El valor medio de la masa vegetal de la parte aérea de estas 
plantas, medida en peso seco, fue de 487,4 ± 102,8 mg. El crecimiento de las plantas 
desde este momento hasta su recolección 27 días después de la inoculación se supuso 
lineal y se calculó por diferencia de los valores de masa vegetal indicados en la 
Tabla 4.12 con la masa vegetal de la muestra de cinco plantas. Con estos datos se 
calculó el crecimiento relativo de las plantas infectadas con respecto a las plantas sanas 
(q) durante el periodo de tiempo mencionado (Tabla 4.15). El parámetro q se utilizó 
para calcular la supervivencia relativa de las plantas infectadas con respecto a las sanas 
(dy) suponiendo la existencia de una relación del tipo:  
   dy = dy(q)     Ecuación 4.4 
De hecho, a partir de los resultados del experimento descrito en el apartado 4.5.2 
se puede deducir una relación experimental para la Ecuación 4.4. La Figura 4.7 y la 
Tabla 4.14 muestran los parámetros de la regresión lineal: D a b M= +  entre la 
longevidad de una porción de biomasa (D) y la masa vegetal de dicha porción (M) para 
cada uno de los 11 patógenos considerados. La pérdida de masa vegetal q de las plantas 
infectadas con respecto a plantas sanas se utilizó para calcular la masa vegetal M de 
plantas infectadas por cada patógeno suponiendo una masa vegetal estándar 
M = 400 mg para una planta sana. Estas masas se interpolaron en las correspondientes 
regresiones indicadas en la Tabla 4.14, y a partir de las duraciones D estimadas por 
regresión se calculó la supervivencia relativa dy de las plantas infectadas por cada 
patógeno con respecto a una planta sana. Con estos valores y la duración de un cultivo 
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sano (Dx = 105 días) se calcularon los incrementos de mortalidad de las plantas α 
inducidos por cada patógeno a través de las Ecuaciones 4.2 y 4.3. Los valores de q, dy y 
α están indicados en la Tabla 4.15 para cada uno de los 11 patógenos considerados. La 
estimación del parámetro de virulencia (α) muestra que los patógenos más virulentos 
son CMV con variantes de RNAsat necrogénicas, que CMV sin RNAsat se comporta 
 
 
Tabla 4.15 Estima de la virulencia en tomate de CMV y de CMV con RNAsat. 
 
 
Patógeno 
 
Crecimiento 
relativoa (q) 
 
Supervivencia 
relativaa (dy) 
 
Virulenciab  
(α) 
 
CMV 
 
0,6935 
 
0,8698 
 
0,00142 
 
CMV y RNAsat necrogénicos: 
   
 
89/15.1 
 
0,3828 
 
0,4476 
 
0,01174 
89/42.1 0,3132 0,5130 0,00903 
90/22.1 0,3095 0,4239 0,01294 
91/5.1 0,2244 0,4179 0,01326 
94/32.1 0,3169 0,4322 0,01250 
 
Total 
 
0,3094 
 
0,4594 
 
0,01120 
 
CMV y RNAsat no necrogénicos:
   
 
89/15.2 
 
0,8595 
 
0,9432 
 
0,00057 
89/20.1 0,6570 0,9938 0,00005 
90/17.1 0,8348 0,9768 0,00022 
90/19.2 0,7460 0,9817 0,00017 
91/2.2 0,9377 1,1177 0,00000 
 
Total 
 
0,8070 
 
0,9954 
 
0,00004 
 
a Crecimiento y supervivencia relativos de las plantas infectadas por CMV (cepa Fny) y por CMV con 
RNAsat necrogénicos y no necrogénicos con respecto a las plantas sanas. 
b Incremento de mortalidad debido a la infección suponiendo una duración de un cultivo de tomate sano 
de Dx = 105 días. 
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como un patógeno de virulencia intermedia y que las variantes de RNAsat no 
necrogénicas reducen la virulencia de CMV a niveles muy bajos, que incluso pueden 
llegar a ser nulos como en el caso de CMV con la variante de RNAsat  94/32.1.  
 
 
4.6.2.- Estimación de la tasa de transmisión de CMV y su RNA satélite 
  
 La tasa de transmisión de CMV o de CMV con variantes de RNAsat 
necrogénicas o no necrogénicas representa el número de transmisiones del patógeno por 
unidad de tiempo y planta (β). En el caso de transmisión por pulgones, el parámetro β 
puede considerarse como el producto del número de acontecimientos de transmisión por 
unidad de tiempo (β1) por la frecuencia o probabilidad de transmisión del patógeno en 
cada acontecimiento de transmisión (β2). Tanto el número de acontecimientos de 
transmisión como la probabilidad de transmisión pueden depender del número de 
pulgones por planta (i). Estas relaciones entre los parámetros de transmisión pueden 
expresarse como: 
   β(i) = β1(i) ⋅ β2(i)    Ecuación 4.5 
β se expresa en unidades de planta-1 ⋅ tiempo-1, β1 se expresa como tiempo-1  y β2 es 
adimensional. 
 En el apartado 4.4 se describió que la eficacia de transmisión de CMV y su 
RNAsat dependía principalmente de la acumulación de partículas de CMV en la planta 
de la que se alimentaban los pulgones, y que esta acumulación se veía reducida 
considerablemente con la presencia del RNAsat. En el apartado 4.3 se vió que este 
efecto era más acusado en el caso de las variantes de RNAsat necrogénicas que en el 
caso de las variantes no necrogénicas. El efecto del RNAsat en la disminución de la 
acumulación viral fue tenido en cuenta al estimar la frecuencia de transmisión de CMV 
por un pulgón (F) en función de los datos de acumulación de CMV (V) obtenidos en la 
Tabla 4.8. El valor de F sirvió para estimar la probabilidad de transmisión del patógeno 
suponiendo que existe un pulgón por planta β2 (i=1). La probabilidad de transmisión de 
CMV con o sin RNAsat  para diferente número de pulgones por planta se estimó 
mediante la ecuación de Gibbs y Gower (1960): 
   β2(i) = 1 - [1 - β2(i=1)]i   Ecuación 4.6 
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La Figura 4.8 representa la variación de la probabilidad de transmisión β2(i) en 
función del número de pulgones por planta i para CMV sin RNAsat, y CMV con el 
conjunto de RNAsat necrogénicos o no necrogénicos. En esta figura se observa que las 
mayores diferencias entre las probabilidades de transmisión de CMV sin RNAsat y 
CMV con RNAsat necrogénicos o no necrogénicos se obtiene para i = 2, mientras que 
entre CMV con RNAsat necrogénicos y CMV con RNAsat no necrogénicos estas 
diferencias son máximas para i = 4. En la Tabla 4.16 se indican los valores de β2(i) para 
distintos valores de i y para CMV sin RNAsat y CMV con cinco variantes de RNAsat 
necrogénicas o cinco variantes no necrogénicas. 
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Figura 4.8 Relación entre la probabilidad de transmisión (β2) y el número  de 
pulgones por planta (i) según la expresión de Gibbs y Gower (1960):  
β2(i)=1-[1-β2(i=1)]i. Las curvas indican dicha relación para CMV (cepa 
Fny) (    ), y CMV con variantes de RNAsat necrogénicas (    ) y no 
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α
β
+= b
NR0
No se ha obtenido ningún valor experimental del número de acontecimientos de 
transmisión por unidad de tiempo β1(i),  ni se conoce la relación entre este parámetro y 
el número o densidad de pulgones por planta i. Por eso, los modelos epidemiológicos de 
evolución de la virulencia se aplicarán utilizando valores diferentes de β1(i) elegidos de 
forma arbitraria. Dichos valores son: β1(i) = 0,01;  β1(i) = 0,05;  β1(i) = 0,1.  
 
 
4.6.3.- Predicciones sobre la evolución de la virulencia de CMV y su RNA satélite 
 
 Las predicciones sobre la evolución de la virulencia en las poblaciones de CMV 
y RNAsat se han realizado utilizando el modelo epidemiológico propuesto por 
Anderson y May (1982) según la expresión de la tasa neta reproductiva R0 indicada por 
la Ecuación 1.2. Esta expresión se ha transformado eliminando el parámetro de 
recuperación del huésped (ν), ya que en plantas no existe un sistema inmunológico que 
pueda producir una respuesta defensiva de recuperación frente al patógeno, y las 
infecciones por virus son en principio sistémicas y crónicas. La expresión resultante 
para R0 es: 
 
 
donde β, b y α son los parámetros epidemiológicos estimados en los dos apartados 
anteriores, y N es el tamaño de la población de plantas de tomate. El modelo supone que 
a largo plazo prevalecerá en la población el patógeno con el mayor R0, ya que la tasa 
neta reproductiva puede considerarse como una estima de la eficacia biológica del 
patógeno en condiciones de equilibrio. El cálculo de R0 para CMV sin RNAsat y CMV 
con cinco variantes de RNAsat necrogénicas o cinco variantes no necrogénicas se 
realizó según la Ecuación 4.7 teniendo en cuenta los valores de virulencia α de la 
Tabla 4.15 y los  valores de la tasa de transmisión β(i) calculados por la Ecuación 4.5 a 
partir de la probabilidad de transmisión β2 (Tabla 4.16) y del número de 
acontecimientos de transmisión, que se tomó de forma arbitraria como β1 = 0,1. Los 
valores de R0 obtenidos para cada uno de los 11 patógenos considerados se indican en la 
Tabla 6.1 del anejo y se representan gráficamente en la Figura 4.9, en relación con los 
correspondientes valores de virulencia α y en función de distintos valores de i. Los 
Ecuación 4.7 
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Figura 4.9 Relación entre la tasa neta reproductiva (R0 ) y  la virulencia (α ) de  CMV 
(  ), y de CMV con cada una de las variantes de RNAsat necrogénicas (  ) 
o no necrogénicas (  ), para distintos valores del número de pulgones por 
planta (i).
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resultados indican diferentes predicciones de la evolución de la virulencia dependiendo 
del número de pulgones por planta i. Para valores bajos e intermedios de i (i < 10) los 
aislados con  mayor tasa reproductiva son CMV sin RNAsat, seguidos de CMV con 
RNAsat no necrogénicos. Para valores altos de i (i ≥ 10) los aislados de CMV con 
RNAsat no necrogénicos desplazan a los aislados de CMV sin RNAsat. Para cualquier 
valor de i la tasa neta reproductiva de los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos es 
menor que para los otros aislados. Las diferencias máximas en el valor de la tasa neta 
reproductiva entre CMV sin RNAsat y CMV con RNAsat, o entre CMV con RNAsat 
necrogénicos y CMV con RNAsat no necrogénicos, se dan para valores de i = 2 e i = 4, 
respectivamente, ya que están determinadas por las diferencias observadas para la 
probabilidad de transmisión β2 (Figura 4.8). La predicción del modelo de Anderson y 
May sobre la evolución de CMV y su RNAsat coincide, al menos hasta valores 
intermedios del número de pulgones por planta, con los resultados del análisis de la 
epidemia de necrosis de tomate en campo, que indican la desaparición de los RNAsat 
necrogénicos de las poblaciones de CMV y RNAsat y la desaparición posterior de todos  
los RNAsat. Sin embargo, este modelo no explica la expansión de los aislados de CMV 
con RNAsat necrogénicos durante los primeros años de la epidemia.  
 La velocidad de expansión de un patógeno en una población de huéspedes en 
condiciones epidémicas viene dada por su tasa de incremento o dispersión, y no por su 
tasa neta reproductiva. La tasa de dispersión (E0) de un patógeno puede calcularse por 
diferencia entre la aparición de nuevas infecciones y su desaparición por muerte del 
huésped (Frank, 1996), que en el caso de patógenos de plantas sería: 
  E0 = βN - (b + α)   Ecuación 4.8 
La tasa de dispersión de CMV sin RNAsat y CMV con RNAsat necrogénicos o 
no necrogénicos se ha representado en la Figura 4.10 en función de los mismos valores 
de i usados en el cálculo de la tasa neta reproductiva. En este caso, el valor de la tasa de 
dispersión de CMV sin RNAsat es siempre mayor a la de cualquier combinación de 
CMV con RNAsat, como corresponde a su mayor tasa de transmisión, aunque los  
valores se igualan para densidades altas de pulgones en la planta. La predicción del 
modelo en condiciones epidémicas no explica la expansión de los RNAsat, 
especialmente la de los RNAsat necrogénicos, durante los primeros años de la epidemia. 
Para intentar explicar dicha expansión es necesario tener en cuenta otros supuestos. En 
el apartado siguiente se analiza la dinámica de las poblaciones de plantas infectadas por 
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MV con o sin RNAsat, teniendo en cuenta la posibilidad de sobreinfección por RNAsat 
de plantas previamente infectadas por CMV. 
 
 
4.6.4.- Dinámica de las poblaciones de plantas infectadas por CMV y su RNA satélite 
 
 En este apartado se analiza la dinámica de la epidemia mediante la división de la 
población total de plantas (N) en las siguientes subpoblaciones: plantas susceptibles no 
infectadas (X), plantas infectadas sólo por CMV (Y), plantas infectadas por CMV con 
RNAsat no necrogénicos (Ua), y plantas infectadas por CMV con RNAsat necrogénicos 
(Un). La variación de estas subpoblaciones con el tiempo viene dada por cuatro 
ecuaciones diferenciales que integran los parámetros epidemiológicos β, b y α de cada 
uno de los patógenos anteriores. La dinámica representada por estas ecuaciones se ha 
considerado en tres supuestos distintos: 
I) Los aislados de CMV con o sin RNAsat sólo pueden infectar plantas susceptibles 
(no hay posibilidad de sobreinfección). Las ecuaciones diferenciales 
correspondientes a este modelo son las siguientes: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
donde θ es un término que representa el crecimiento de la población de plantas 
susceptibles; βy , βa y βn son las tasas de transmisión de CMV sin RNAsat, de CMV 
con el conjunto de variantes de RNAsat no necrogénicas y de CMV con el conjunto 
de variantes necrogénicas, respectivamente; αy, αa y αn son sus respectivos valores 
de virulencia; y b es la tasa de mortalidad en ausencia de infección. 
bXXUXUXY
dt
dX
nnaay −−−−= βββθ
( )yy bXYdtdY αβ +−=
( )aaaa bXUdt
dU αβ +−=
( )nnnn bXUdt
dU αβ +−=
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Figura 4.10 Relación entre la tasa de incremento o dispersión (E0) y la virulencia (α ) 
de CMV (  ), y de CMV con cada una de las variantes de RNAsat 
necrogénicas (  ) o no necrogénicas (  ), para distintos valores del número 
de pulgones por planta (i).
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II) Los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos y no necrogénicos pueden infectar 
plantas susceptibles y además pueden sobreinfectar plantas que ya estaban 
infectadas por CMV. Las ecuaciones diferenciales en este caso son las siguientes: 
 
 
 
 
 
 
 
 
donde los parámetros son los mismos que en las Ecuaciones 4.9. 
III) Los oilseeds de CMV con RNAsat necrogénicos y no necrogénicos, pueden infectar 
plantas sanas,  pueden sobreinfectar plantas que ya estaban infectadas por CMV, y 
además los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos pueden sobreinfectar 
plantas ya infectadas por CMV con RNAsat no necrogénicos. Las ecuaciones 
diferenciales correspondientes son: 
 
 
 
 
 
 
 
 
con los mismos parámetros que en las Ecuaciones 4.9. 
 En las Ecuaciones 4.9 a 4.11 se ha considerado que la población de plantas 
susceptibles crece según un término monomolecular del tipo θ = r (K-N), donde K es la 
capacidad de carga de la población de plantas, que se ha estimado en 4 plantas/m2 
(densidad media de plantación para un cultivo de tomate para consumo en fresco: 
40.000 plantas/ha), N = X + Y + Ua + Un, y r es una tasa lineal de crecimiento que se ha 
tomado como r = 1 para garantizar que en todo momento N = K = 4 plantas/m2  (la 
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población de plantas, es decir, el tamaño del cultivo se mantiene constante con el 
tiempo). 
 El supuesto I se corresponde con la dinámica de la situación descrita en el 
apartado 4.6.3 y se incluye aquí por motivos de comparación con los otros dos 
supuestos. En la Figura 4.11 se representa la variación con el tiempo de las 
subpoblaciones de plantas en los supuestos I, II y III, para distintos valores de la 
probabilidad de transmisión β2(i) en función del número de pulgones por planta (i = 1, 
i = 4, i = 7 e i = 30). El número de acontecimientos de transmisión por unidad de tiempo 
se ha tomado como β1 = 0,1. En el supuesto I y para valores bajos de i se mantienen en 
la población los aislados de CMV sin RNAsat, mientras que para valores de i superiores 
a un valor entre 6 y 7 los aislados de CMV con RNAsat no necrogénicos desplazan a los 
aislados sin RNAsat, a pesar de que estos últimos presenten una mayor velocidad de 
dispersión. Como ya se ha indicado en el apartado anterior, el supuesto I no explica la 
expansión de CMV con RNAsat necrogénicos observada en el campo durante los 
primeros años de la epidemia. 
 En el supuesto II los aislados de CMV con RNAsat no necrogénicos se 
establecen a largo plazo en la población de plantas, independientemente del valor de i. 
Las plantas infectadas por CMV sin RNAsat sólo predominan durante un periodo inicial  
para densidades bajas de pulgones por planta, mientras que las densidades altas de 
pulgones favorecen la dispersión inicial de los aislados de CMV con RNAsat 
necrogénicos.  
 En el supuesto III los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos son los únicos 
patógenos que se establecen a largo plazo en la población de plantas. La posibilidad de 
dispersión inicial de los aislados de CMV sin RNAsat o con RNAsat no necrogénicos 
va disminuyendo para valores crecientes de la densidad de pulgones por planta.  
 Como se ha indicado en el apartado 4.6.2, la densidad de pulgones por planta i 
determina la probabilidad de transmisión del patógeno β2(i) y también puede influir en 
el número de acontecimientos de transmisión por unidad de tiempo β1(i). Las 
Figuras 4.12, 4.13 y 4.14 muestran la dinámica de la población de plantas sanas e 
infectadas en los supuestos I, II y III, respectivamente, en función del número de 
pulgones por planta i y de distintos valores del número de acontecimientos de 
transmisión (β1 = 0,01; β1 = 0,05; β1 = 0,1). La Figura 4.12 indica que en el supuesto I, 
la variación del parámetro β1 sólo afecta al tamaño en el equilibrio de las tres 
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poblaciones de plantas infectadas, pero no a cuál es el patógeno que prevalece a largo 
plazo. La Figura 4.13 muestra que en el supuesto II, el patógeno que prevalece a largo 
plazo depende del valor de β1 para i = 1 pero no para valores de i superiores. Al crecer 
β1 para i = 1, los aislados de CMV con RNAsat no necrogénicos desplazan a los 
aislados sin RNAsat y son los que prevalecen en la población de plantas infectadas en el 
resto de los casos. Por último, la Figura 4.14 muestra que en el supuesto III, la variación 
del parámetro β1 determina cuál es el patógeno que prevalece a largo plazo hasta valores 
de i = 4. Según crecen los valores de i y de β1, los aislados de CMV sin RNAsat van 
siendo desplazados por los aislados con RNAsat no necrogénicos, y éstos por los 
aislados con RNAsat necrogénicos. Es de destacar el equilibrio para el caso particular 
de i = 1 y β1 = 0,05, en el que las tres poblaciones de plantas infectadas coexisten a 
largo plazo, aunque predominan los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos. Para 
valores intermedios y altos de la densidad de pulgones por planta (i > 4) únicamente se 
mantienen a largo plazo los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos, y la variación 
del parámetro β1 sólo produce cambios cuantitativos en el tamaño de dicha población en 
relación con la población de plantas susceptibles. Las Figuras 4.12, 4.13 y 4.14 indican 
que la sensibilidad a la variación del número de acontecimientos de transmisión β1(i), 
aumenta según aumentan las posibilidades de sobreinfección.   
 
 
 Como resumen de estos análisis hay que destacar que la dinámica de las 
poblaciones de plantas infectadas es más compleja según aumenta la posibilidad de 
sobreinfección de unos patógenos por otros. Tanto el aumento de la densidad de 
pulgones por planta (i) como la posibilidad de sobreinfecciones favorecen el 
mantenimiento de los aislados de CMV con RNAsat en la población de plantas, y en 
particular de los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos. La variación del tamaño 
de las poblaciones de pulgones en el tiempo podría influir de forma global en la 
transmisión de CMV y de CMV con RNAsat, y tener un papel determinante en los 
cambios de la composición genética de la población de RNAsat de CMV. 
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 La virulencia es una de las principales características de las que depende la 
interacción de un patógeno con su huésped, y su evolución en la población del patógeno 
puede tener importantes consecuencias prácticas en el desarrollo y aplicación de 
medidas preventivas y de control de las enfermedades. Aunque la evolución de la 
virulencia se ha analizado experimentalmente en un cierto número de patógenos (Ebert, 
1998), existen pocos trabajos que realicen dicho análisis en sus poblaciones naturales. 
En la presente tesis se ha comprobado que la población de un virus de plantas, CMV y 
su RNAsat en cultivos de tomate de la costa mediterránea española, evolucionó hacia 
una menor virulencia, y también se han analizado los factores que podrían explicar los 
cambios de la estructura genética de dicha población. Dicho análisis ha permitido 
establecer una relación entre los factores asociados con la virulencia de CMV y su 
RNAsat y los factores asociados con su transmisión. Según los modelos 
epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno la evolución de la virulencia de un 
patógeno puede tomar distintas direcciones según sea la relación entre su virulencia y su 
transmisión (May y Anderson, 1983; May, 1995).  
 
 
 
5.1.-  EVOLUCIÓN DE LA VIRULENCIA EN LA POBLACIÓN DEL RNA 
SATÉLITE DE CMV 
 
 Kaper y colaboradores (1976) describieron por primera vez la asociación de un 
RNAsat con CMV y demostraron que esta combinación causaba en tomate una necrosis 
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letal (Kaper y Waterworth, 1977). Desde entonces se han descrito y caracterizado 
numerosas variantes de RNAsat de CMV. En la actualidad se conoce la secuencia de 
nucleótidos de más de 100 variantes de RNAsat asociadas originalmente con 
aproximadamente 65 aislados de CMV procedentes de distintos huéspedes y de áreas 
geográficas de todo el mundo. Un porcentaje importante de las secuencias de RNAsat 
corresponde  a variantes distintas encontradas en un mismo aislado de campo o que se 
han generado bajo condiciones experimentales (García-Arenal y Palukaitis, 1999). A 
pesar de esta amplia distribución de los RNAsat de CMV, la frecuencia de aislados de 
CMV que mantienen RNAsat es generalmente baja en condiciones naturales (Kearney y 
col., 1990; Rodriguez-Alvarado y col., 1995; Grieco y col., 1997; Alonso-Prados y col., 
1998). La frecuencia de aislados de CMV con RNAsat ha sido elevada sólo en los casos 
de epidemias de necrosis en cultivos de tomate, que hasta el momento se han descrito en 
Francia (Marrou y col., 1973), en Italia (Gallitelli y col., 1988), en Japón (Kosaka y col., 
1989) y en España (Jordá y col., 1992). En tres de estas epidemias el síndrome de 
necrosis se extendió durante un periodo de tiempo relativamente corto, tras el cual su 
incidencia fue disminuyendo paulatinamente hasta desaparecer al cabo de unos pocos 
años (Marrou y col., 1973; Alonso-Prados y col., 1998). 
 La epidemia de necrosis española tuvo lugar en los cultivos de tomate de la costa 
mediterránea entre los años 1986 y 1992, y se inició en un área localizada al norte de la 
ciudad de Valencia. La necrosis alcanzó su máxima incidencia en esta provincia y se 
expandió posteriormente a una zona comprendida entre las provincias de Barcelona al 
Norte y Murcia al Sur. Jordá y colaboradores (1992) confirmaron que el agente causal 
de la enfermedad era CMV asociado a RNAsat necrogénicos para tomate. CMV es un 
virus endémico en España en la mayor parte de los cultivos hortícolas y hasta el 
momento de la aparición del síndrome de necrosis en tomate, no se había detectado la 
presencia de RNAsat asociados con infecciones por CMV (Luis-Arteaga y col., 1988). 
A partir del año 1989 la proporción de plantas necróticas en el campo comenzó a 
disminuir, y en 1992 la necrosis prácticamente había desaparecido. Esta disminución de 
la necrosis pudiera haber estado producida por la disminución y posterior desaparición 
de los RNAsat de la población de CMV, sin embargo, durante el desarrollo de la 
epidemia española también se detectaron plantas que mostraban los síntomas de 
enanismo, mosaico y filimorfismo, típicos de las infecciones por CMV, y a partir de 
1989 comenzaron a aparecer plantas que presentaban un aspecto arrepollado, causado 
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por un rizado del limbo de las hojas y un acortamiento de los entrenudos. Tales 
alteraciones morfológicas también se han encontrado acompañando a otras epidemias de 
necrosis de tomate (Grieco y col., 1992). La disminución de la incidencia de necrosis en 
el campo fue acompañada por el aumento de la proporción de plantas arrepolladas, de 
forma que en 1989 sólo un 15 % de las plantas mostraban el síntoma de arrepollado, 
mientras que en 1990 su proporción había aumentado hasta el 50 %, frente a sólo un 
20 % de plantas necróticas. Se pudo detectar la presencia de RNAsat en plantas que 
mostraban los tres tipos de síntomas descritos, y se confirmó mediante bioensayo la 
existencia de variantes de RNAsat con fenotipos en tomate que correspondían a estos 
tres síntomas (Jordá y col., 1992). Aranda y colaboradores (1993) analizaron la 
variabilidad genética de la población de RNAsat de CMV asociada a la epidemia de 
necrosis y Alonso-Prados y colaboradores (1998) caracterizaron la estructura genética 
de las poblaciones de RNAsat en distintas regiones españolas y en distintos huéspedes, 
realizando un análisis detallado de la frecuencia de aislados de CMV con RNAsat. Las 
frecuencias correspondientes a las regiones de la costa mediterránea están expuestas en 
la Tabla 4.1, que además muestra la reducción de la incidencia de necrosis en campo. 
Estos datos indican que aunque la frecuencia de aislados de CMV con RNAsat fue 
disminuyendo desde 1990, éstos se siguieron encontrando en el campo hasta el año 
1994, mientras que el síndrome de necrosis prácticamente había desaparecido desde 
1991. La existencia de RNAsat con distintos fenotipos y el análisis cronológico de la 
frecuencia de aislados de CMV con RNAsat sugerían que la desaparición de la necrosis 
en el campo estaba causada por una disminución de la frecuencia de RNAsat de 
fenotipo necrogénico en las poblaciones de RNAsat, y no por la desaparición del 
RNAsat de la población de CMV. Los resultados obtenidos en la presente tesis 
confirman esta suposición. 
 La Tabla 4.1 indica que pueden encontrarse distintas variantes de RNAsat  
asociadas con un mismo aislado de CMV y que el número de variantes por aislado fue 
mayor en los años de máxima expansión de la epidemia de necrosis de tomate. La 
capacidad de un aislado de CMV para mantener simultáneamente distintas variantes de 
RNAsat se ha documentado tanto en condiciones experimentales como en el campo 
(García-Luque y col., 1984; Avila-Rincón y col., 1986; Kaper y col., 1988). La 
existencia de mezclas de RNAsat en un mismo aislado de CMV ya había sido descrita 
en las zonas españolas afectadas por la epidemia de necrosis (Aranda y col., 1993). La 
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separación de los  RNAsat asociados a un mismo o a distintos aislados de CMV de la 
muestra recogida durante la epidemia de necrosis permitió caracterizar un elevado 
número de variantes de RNAsat por separado, usando una única cepa de CMV como 
virus auxiliar. Este ensayo mostró que las variantes de RNAsat inducían en tomate los 
mismos tres tipos de síntomas (necrosis, arrepollado y filimorfismo) que se habían 
descrito previamente (Jordá y col., 1992). Además, el fenotipo necrogénico o no 
necrogénico de las variantes de RNAsat y los síntomas de las plantas de campo de las 
que éstas procedían mostró un grado de asociación estadísticamente significativo, y el 
ensayo de mezclas de variantes de RNAsat con distinto fenotipo indicó una clara 
dominancia del fenotipo necrogénico sobre el no necrogénico. La dominancia del 
síntoma de necrosis en tomate en inoculación de mezclas de variantes necrogénicas y no 
necrogénicas ha sido descrita por otros autores, incluso cuando el RNAsat necrogénico 
constituía una fracción muy pequeña del RNAsat total en el inóculo (Jacquemond y Lot, 
1981; Kaper y col., 1988). Sin embargo, en nuestros análisis la dominancia del síntoma 
de necrosis en infecciones mixtas está siempre relacionada con la mayor acumulación 
del RNAsat necrogénico en comparación con el no necrogénico (Tabla 4.6). En el único 
caso en que plantas con infecciones mixtas no mostraron necrosis, la presencia de la 
variante necrogénica (91/3.1) no llegó a ser detectada, y la acumulación de la variante 
no necrogénica (90/13.1) fue similar a la de su inoculación individual (Tabla 4.6).  
 En algunas ocasiones se ha descrito que la capacidad de las variantes de RNAsat 
para inducir necrosis en tomate puede depender de la cepa de CMV que esté actuando 
como virus auxiliar (Wu y Kaper, 1992; Sleat y col., 1994). Nosotros, sin embargo, no 
hemos detectado ningún efecto del virus auxiliar en el fenotipo necrogénico o no 
necrogénico de diez variantes de RNAsat ensayadas con diez aislados distintos de 
CMV. No obstante, estos aislados representan los tipos genéticos mayoritarios en las 
poblaciones de la zona afectada por la epidemia de necrosis, pertenecientes al subgrupo 
I de CMV (Fraile y col., 1997a), y están más relacionados entre sí que las cepas usadas 
por Wu y Kaper (1992) o Sleat y colaboradores (1994), que pertenecían a subgrupos 
distintos del virus. Según nuestros resultados, los cambios en la proporción relativa de 
los tipos genéticos de CMV de las poblaciones de la costa mediterránea no deberían 
afectar a los síntomas inducidos por el RNAsat en tomate.  
La existencia en el campo de aislados de CMV con RNAsat con posterioridad a 
la desaparición de la necrosis, y el  hecho de que el fenotipo necrogénico de los RNAsat 
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en tomate no dependa del aislado de CMV ni de la coexistencia de variantes 
necrogénicas y no necrogénicas en infecciones mixtas, indican claramente que la 
disminución de la necrosis en los cultivos de tomate de la costa mediterránea española 
se produjo por la reducción de la frecuencia de los RNAsat necrogénicos en las 
poblaciones de RNAsat. De no ser así, la existencia de una pequeña proporción de 
RNAsat necrogénicos en el campo hubiera sido detectable por la inducción de necrosis 
en tomate. Este cambio en la estructura genética de la población de RNAsat significó su 
evolución hacia una menor virulencia. 
Se ha asumido frecuentemente la idea de que un patógeno bien adaptado tiende a 
evolucionar hacia bajos niveles de virulencia, de forma que el perjuicio a su huésped sea 
mínimo (Holmes, 1982; Palmieri, 1982). Esta suposición se apoya en algunos ejemplos 
de patógenos poco virulentos que han mantenido una larga relación con su huésped, y 
de otros patógenos que sólo han mostrado una elevada virulencia en huéspedes con los 
que han establecido una asociación reciente (Allison, 1982). Sin embargo, estos 
ejemplos no son más que observaciones y no pueden ser considerados como la base de 
una teoría general. En efecto, también existen ejemplos de interacciones 
huésped-patógeno estables en las que la infección produce una reducción importante de 
la eficacia biológica del huésped (Herre, 1993). La evolución de la virulencia de los 
patógenos es un tema central en biología evolutiva y tiene importantes consecuencias 
prácticas. Existe abundante literatura acerca de modelos teóricos que, basándose en 
consideraciones epidemiológicas, estudian los mecanismos de evolución de la 
virulencia en los sistemas huésped-patógeno (Bull, 1994; Garnett y Antia, 1994; Read, 
1994; May, 1995; Frank, 1996). La conclusión fundamental de estos modelos es que la 
evolución de la virulencia puede seguir múltiples direcciones dependiendo de la 
interrelación entre la virulencia del patógeno y su transmisión, y que esta relación puede 
ser diferente para cada interacción huésped-patógeno (Anderson y May, 1982;  May y 
Anderson, 1983). Aunque algunas observaciones empíricas parecen estar de acuerdo 
con esta predicción (Bull, 1994; Read, 1994), existen pocos trabajos experimentales que 
demuestren su validez en condiciones naturales (Anderson y May, 1981; Herre, 1993; 
Clayton y Tompkins, 1994; Ebert, 1994; Agnew y Koella, 1997). La investigación 
mejor documentada sobre la evolución de la virulencia de un patógeno en la naturaleza 
es la realizada con el Virus de la mixomatosis del conejo en Australia, que mostró cómo 
sus poblaciones evolucionaron hacia niveles de virulencia intermedia (Fenner y 
Discusión 
 116
Ratcliffe, 1965; Anderson y May, 1982; Fenner, 1995). No tenemos conocimiento de 
ningún trabajo experimental similar realizado con algún virus de plantas, aunque sí 
existen algunos ejemplos que podrían ilustrar la existencia de patrones distintos en la 
evolución de la virulencia de virus de plantas en la naturaleza (Power, 1992). La 
epidemia de necrosis de tomate en España y su complejo etiológico, CMV y su RNAsat, 
constituye una excelente oportunidad para estudiar de forma experimental las causas de 
la evolución de la población de RNAsat hacia una menor virulencia. Los factores que 
determinan la eficacia biológica del RNAsat, pueden estar relacionados con su ciclo 
biológico, con su interacción con el virus auxiliar y con la interacción de ambos en el 
huésped. Este mismo conjunto de factores podría determinar también la evolución de la 
virulencia de las poblaciones de CMV y su RNAsat, según fuera la interrelación entre 
aquellos que se asocian con su virulencia y aquellos que se asocian con su transmisión. 
Para desenmarañar las posibles relaciones entre estos factores es necesario tener una 
estima cuantitativa de su efecto en la eficacia biológica de los distintos RNAsat. Los 
resultados obtenidos para dicha estima se discuten en los apartados siguientes. En ellos 
cabría esperar que los aislados de CMV con variantes de RNAsat no necrogénicas 
mostraran algún tipo de ventaja evolutiva con respecto a los aislados con variantes 
necrogénicas, y que ambos tipos de aislado tuvieran desventajas evolutivas en relación 
con los aislados de CMV sin RNAsat, que acabaron prevaleciendo en el campo.  
 
 
 
5.2.- FACTORES DE LA EFICACIA BIOLÓGICA DE CMV Y SU RNA 
SATÉLITE  
 
 La capacidad de infectar a un huésped y multiplicarse en él constituye un primer 
factor importante de la eficacia biológica de un patógeno. Las variantes de RNAsat de 
CMV mostraron una variación considerable en su capacidad de infectar plantas de 
tomate y de acumularse en sus hojas. Sin embargo, ni las diferencias en infectividad ni 
las diferencias de acumulación fueron significativas cuando las variantes de RNAsat 
necrogénicas en conjunto se compararon con las variantes no necrogénicas (Figura 4.3 y 
Tabla 4.6). Cuando la acumulación de RNAsat se midió en inoculaciones mixtas de 
variantes necrogénicas y no necrogénicas, la presencia de variantes de RNAsat 
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necrogénicas causó una depresión significativa de la acumulación de las variantes no 
necrogénicas, mientras que la presencia de variantes no necrogénicas no afectó a la 
acumulación de las variantes necrogénicas (Tabla 4.6). Este resultado indica que las 
variantes de RNAsat necrogénicas pueden competir con éxito frente a las variantes no 
necrogénicas cuando ambas infectan la misma planta. 
 La capacidad de multiplicación y acumulación de los RNAsat en los tejidos de la 
planta puede depender además de factores externos al propio RNAsat. Un factor 
importante puede ser la temperatura. Se ha descrito que las temperaturas elevadas 
pueden afectar en distinto sentido e intensidad los niveles de acumulación de los 
RNAsat necrogénicos en función del aislado de CMV que actúe como virus auxiliar 
(Kaper y col., 1995; White y col., 1995), y que el grado de inducción de la necrosis de 
tomate puede depender de las condiciones ambientales (Wu y col., 1993). Hay que 
destacar que este efecto de la temperatura podría estar relacionado con el hecho de que 
el desarrollo de la necrosis en las plantas de tomate se interrumpiera en el mes de julio, 
reiniciándose tras el periodo estival, lo que sugiere que las altas temperaturas podrían 
haber afectado la acumulación de los RNAsat necrogénicos o la expresión de la necrosis 
(Jordá y col., 1992). La multiplicación del RNAsat en otros huéspedes distintos del 
tomate podría haber contribuido a alterar la relación ecológica de competición entre las 
variantes de RNAsat necrogénicas y las no necrogénicas, ya que los RNAsat no se 
multiplican con igual eficiencia en todos los huéspedes de CMV (Kaper y Tousignant, 
1977; Jacquemond y Leroux, 1982).  La planta silvestre Nicotiana glauca Graham es 
capaz de mantener la replicación de CMV y su RNAsat, y se ha sugerido que esta 
especie podría actuar de reservorio de RNAsat en el campo e influir de forma 
importante en las características de la estructura genética de la población de RNAsat en 
la región mediterránea donde tuvo lugar la epidemia (Aranda y col., 1993). El efecto de 
la temperatura y la existencia de huéspedes alternativos para CMV con RNAsat podrían 
influir en su eficacia biológica y jugar un papel importante en la evolución de su 
población. El análisis experimental de estos factores no ha sido abordado en este 
trabajo.   
 La eficacia de transmisión de un patógeno es un segundo factor de importancia 
en la determinación de su eficacia biológica. El RNAsat de CMV se encapsida en las 
partículas de CMV y puede transmitirse desde plantas infectadas a nuevas plantas junto 
con los RNAs genómicos de su virus auxiliar (Jacquemond, 1982a). Por tanto, su 
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eficacia de transmisión depende de su propia capacidad para transmitirse a la 
descendencia de CMV y también de la capacidad de CMV para transmitirse de unas 
plantas a otras. A su vez, la eficacia de transmisión del RNAsat a la descendencia de 
CMV podría verse afectada por su capacidad de competir con los RNAs genómicos de 
CMV por la proteína de la cápsida durante el proceso de  encapsidado. El análisis 
electroforético del RNA de partículas virales de CMV con RNAsat mostró que las 
variantes de RNAsat necrogénicas y las no necrogénicas representaban proporciones 
muy similares del RNA total (Figura 4.5). Sin embargo, la probabilidad de transmisión 
del RNAsat a la descendencia de CMV fue mayor para las variantes necrogénicas que 
para las no necrogénicas, tanto en un experimento de transmisión a un huésped de lesión 
local como en un experimento de transmisión por pulgones (Tablas 4.7 y 4.9). La 
proporción similar con la que las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas 
se encapsidan en las partículas de CMV parece estar en contradicción con la mayor 
probabilidad de las variantes necrogénicas  de transmitirse a la descendencia de CMV. 
Aunque ambos efectos podrían influir en las diferencias de eficacia de transmisión de 
las variantes de RNAsat, su significado es distinto: la frecuencia del RNAsat en la 
descendencia de CMV proporciona una estima de la probabilidad de que el RNAsat esté 
presente en el conjunto mínimo de partículas de CMV que encapsidan los RNAs 
genómicos 1, 2 y 3, y que por tanto son necesarias para iniciar un nuevo ciclo de 
infección. Dicha probabilidad podría verse afectada por la distribución del RNAsat en 
las tres partículas de CMV que encapsidan el  RNA 1, el RNA 2 y los RNAs 3 y 4, y 
por la proporción relativa de estas partículas en el inóculo. Lot y Kaper (1976) 
estudiaron la distribución de los distintos RNAs en las partículas de CMV, incluido su 
RNAsat, mediante un análisis en gradientes de RbCl. Sin embargo, estos experimentos 
no llegaron a aclarar si el RNAsat se encapsida preferencialmente junto con alguno o los 
tres RNAs genómicos de CMV, o lo hace por separado en un cuarto tipo de partícula 
(Lot y Kaper, 1976). Las diferencias observadas en la probabilidad de transmisión a la 
descendencia de las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas podrían estar 
reflejando diferencias en su distribución en las distintas partículas de CMV o en la 
proporción de estas partículas en el inóculo. Además, los dos tipos de RNAsat afectan  
de forma diferente a la proporción relativa con que se encapsidan los RNAs genómicos 
del virus (Figura 4.5). Ambos efectos sugieren que el RNAsat de CMV se encapsida 
junto con los RNAs del virus y no en partículas distintas.  
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 La eficacia de transmisión por pulgones de CMV y su RNAsat se analizó en un 
experimento en el que CMV sin RNAsat, o CMV con distintas variantes de RNAsat 
necrogénicas y no necrogénicas se transmitieron a nuevas plantas de tomate usando 
como vector A. gossypii. Este experimento mostró que la presencia del RNAsat 
deprimía de forma significativa la transmisión de CMV (Tabla 4.9) y que el grado de 
depresión fue similar para las variantes de RNAsat necrogénicas y las no necrogénicas. 
Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por Jacquemond (1982a), quien 
observó que las plantas que favorecían la multiplicación del RNAsat se comportaban 
peor para la adquisición de CMV por pulgones que las plantas que no la favorecían. Así, 
el porcentaje de transmisión de CMV era menor para tomate y tabaco que para melón, 
cuando las tres especies habían sido inoculadas con CMV y RNAsat.  
 El efecto del RNAsat en la transmisibilidad de CMV por pulgones podría estar 
relacionado con su efecto de reducción de la acumulación viral. La cuantificación por 
ELISA de la acumulación de partículas de CMV en las hojas "fuente" de virus indicó 
que las variantes de RNAsat habían producido una reducción de la acumulación de 
CMV de hasta diez veces (Tabla 4.10). El efecto del RNAsat de CMV en la reducción 
de la concentración del virus auxiliar ha sido descrito en la literatura en numerosas 
ocasiones (Kaper y col., 1976; Mossop y Francki, 1979; Takanami, 1981; Gonsalves y 
col., 1982; Jacquemond y Leroux, 1982). La reducción de la acumulación de CMV 
producida por el RNAsat en el experimento de transmisión por pulgones, realizado con 
la cepa Fny de CMV, se observó también con una intensidad similar en otro ensayo en 
el que se utilizaron diez aislados distintos de CMV como virus auxiliar. En dicho 
ensayo se observó además que las variantes de RNAsat necrogénicas tuvieron un efecto 
de depresión en la acumulación de CMV significativamente mayor que las variantes no 
necrogénicas (Tabla 4.8). Tal efecto no fue observado en el experimento de transmisión 
por pulgones (Tabla 4.10). Las discrepancias entre ambos resultados podrían deberse a 
que las condiciones en las que se llevaron a cabo los experimentos fueron diferentes. En 
primer lugar, éstos se realizaron en diferente época del año, y la temperatura podría 
haber afectado de forma diferente a la acumulación de las variantes de RNAsat 
necrogénicas y no necrogénicas. En segundo lugar, los experimentos a los que se refiere 
la Tabla 4.10 se realizaron en el momento en el que las hojas "fuente" de inóculo 
mostraron el estado y síntomas óptimos para la alimentación de los pulgones, de forma 
Discusión 
 120
que la acumulación de CMV con variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas 
no se cuantificó a un mismo tiempo después de la inoculación.  
 La eficacia de transmisión de CMV por A. gossypii se correlacionó de forma 
significativa con la acumulación del virus en las hojas "fuente" de inóculo (Tabla 4.10 y 
Figura 4.6), por lo que el efecto del RNAsat de reducción en la transmisibilidad del 
virus auxiliar puede explicarse, al menos en parte, por su efecto de depresión en la 
acumulación viral. La correlación entre la eficacia de transmisión de un virus y su 
concentración en la fuente de alimentación de los pulgones se ha descrito en varios virus 
de transmisión no persistente cuando los pulgones los adquirían de suspensiones a 
través de membranas (Pirone y Megahed, 1966), pero no siempre cuando los pulgones 
adquirían el virus de tejidos infectados (Pirone y Harris, 1977). Dicha correlación se ha 
encontrado también en el caso de un Luteovirus, de transmisión circulativa no 
propagativa, en experimentos de adquisición en planta (Gray y col., 1991). En algunos 
experimentos de transmisión de CMV por A. gossypii y M. persicae se observó una 
correlación clara entre la concentración de CMV en la planta y la eficacia de 
transmisión (Simons, 1958; Normand y Pirone, 1968; Banik y Zitter, 1990). Sin 
embargo los resultados de estos experimentos son difíciles de comparar con los 
nuestros, ya que en todos ellos la concentración de virus en la planta se expresó como 
número de lesiones en ensayos de lesión local o como absorbancias directas de ELISA, 
sin llegar a realizar una cuantificación precisa de la acumulación de partículas virales. 
Experimentos realizados por Normand y Pirone (1968) y por Gera y colaboradores 
(1979) indicaron que la eficacia de transmisión de algunos aislados de CMV sólo se 
correlacionaba con la concentración viral cuando los pulgones adquirían CMV de 
suspensiones virales y no cuando lo hacían directamente de los tejidos de la planta. En 
los casos en los que se ha encontrado una relación entre la concentración del virus y su 
transmisibilidad, esta relación ha sido clara sólo para valores pequeños de 
concentración, mientras que para valores mayores la eficacia de transmisión alcanzaba 
la saturación. En nuestro caso, la relación concentración / transmisibilidad fue clara para 
valores de concentración de CMV de hasta 500 µg/g de hoja fresca. Los valores de 
concentración superiores correspondían a plantas infectadas con CMV sin RNAsat, para 
las que la correlación entre concentración y eficacia de transmisión no fue significativa. 
Las diferencias entre nuestros resultados y los de los autores mencionados más arriba  
pueden explicarse por los diferentes valores de concentración para los que la eficacia de 
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transmisión del virus alcanza su saturación, que podrían depender del aislado de CMV, 
del huésped, de la especie de pulgón y de las condiciones ambientales. 
 El RNAsat de CMV, además de reducir la transmisibilidad de CMV por su 
efecto de depresión en la acumulación viral, podría afectar directamente al mecanismo 
de transmisión del virus. La transmisibilidad de CMV por pulgones depende de la 
secuencia de aminoácidos de la CP (Quemada y col., 1989; Owen y col., 1990; Perry y 
col., 1994), en la que se han encontrado aminoácidos determinantes de la especificidad 
de transmisión por diferentes especies de pulgones (Perry y col., 1998). La localización 
de estos aminoácidos en la estructura tridimensional de la partícula del virus, resuelta 
recientemente mediante cristalografía de rayos X (Wikoff y col., 1997), indica que sólo 
algunos de ellos se sitúan en la superficie externa de la partícula viral, lo que sugiere 
que cambios de aminoácido en  posiciones no expuestas a la superficie podrían afectar a 
la transmisibilidad de CMV produciendo cambios en la conformación espacial o en la 
estabilidad de la partícula (Perry y col., 1998). La presencia del RNAsat en las 
partículas de CMV podría producir hipotéticamente una distorsión de su estructura, 
afectando su estabilidad y su capacidad de unión a los receptores en el estilete del 
pulgón, reduciendo así la eficacia de transmisión de CMV. Los experimentos de 
transmisión de CMV por A. gossypii en presencia o ausencia de su RNAsat no 
permitieron descartar la posibilidad de que en la depresión de la eficacia de transmisión 
de CMV asociada a la presencia del RNAsat estuvieran involucrados otros factores, 
como el hipotético efecto del RNAsat en el mecanismo de transmisión de CMV. La 
existencia en la Figura 4.6 de distintas relaciones transmisibilidad / concentración en 
presencia o ausencia del RNAsat hubieran sugerido un efecto de este tipo. Sin embargo, 
el hecho de que los valores de concentración viral para CMV sin RNAsat y CMV con 
RNAsat no solaparan en ningún intervalo no ha permitido analizar por métodos 
estadísticos la existencia de tales correlaciones.  
 Un tercer factor a tener en cuenta en el análisis de la eficacia biológica de un 
patógeno es su propia virulencia. La virulencia de un patógeno puede considerarse 
como la reducción de la eficacia biológica del huésped producida por la infección, 
efecto que generalmente es difícil de cuantificar (Read, 1994). En los modelos 
epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno la virulencia se representa por el 
incremento en la tasa de mortalidad del huésped debido a la enfermedad. Cuando el 
patógeno no es letal, como es el caso de muchos patógenos de plantas, la virulencia 
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puede estimarse cuantificando la reducción de masa vegetal debida a la disminución del 
crecimiento de las plantas infectadas. Este tipo de estima de la virulencia se ha 
empleado en un trabajo sobre los complejos víricos causantes de las enfermedades de la 
roseta del cacahuete y del tungro del arroz, donde la pérdida de masa vegetal de las 
plantas infectadas en relación con las plantas sanas se estimó según   la gravedad de los 
síntomas inducidos por el patógeno (Zhang y col., 2000). En nuestro trabajo la 
virulencia se ha estimado en función del crecimiento relativo y de la longevidad relativa 
de los tejidos infectados con respecto a los tejidos sanos, obteniendo una correlación 
experimental entre la masa vegetal de una porción de tejido y su longevidad o duración 
hasta alcanzar la senescencia. Los resultados obtenidos indicaron que los aislados de 
CMV sin RNAsat presentan una virulencia intermedia entre un valor elevado, 
correspondiente a los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos, que agravan los 
síntomas inducidos por CMV en tomate, y un valor muy bajo correspondiente a los 
aislados de CMV con RNAsat no necrogénicos, que atenúan los síntomas inducidos por 
CMV. Estas estimas cuantitativas se corresponden con las observaciones cualitativas 
descritas para numerosas combinaciones de CMV y RNAsat (García-Arenal y 
Palukaitis, 1999). 
 
 
 
5.3-  PREDICCIONES SOBRE LA EVOLUCIÓN DE LA VIRULENCIA DE CMV 
Y SU RNA SATÉLITE 
 
 Los modelos teóricos de evolución de la virulencia predicen que las poblaciones 
de patógenos pueden evolucionar hacia distintos niveles de virulencia dependiendo de 
los beneficios y los costes asociados a ella. La posibilidad de situaciones de equilibrio 
está determinada por la relación entre la virulencia y la transmisión del patógeno. Según 
las consideraciones teóricas de los modelos epidemiológicos la virulencia y la 
transmisión de un  patógeno mantienen una correlación positiva a través de la eficacia 
de multiplicación del patógeno en el huésped. Así, estos modelos suponen que los 
patógenos con alta capacidad de multiplicación en el huésped son generalmente 
virulentos y poseen una alta tasa de transmisión (Anderson y May, 1982; Bull, 1994).  
La correlación entre la tasa de multiplicación del patógeno, su virulencia y su 
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transmisión fue descrita por ejemplo para el Virus de la mixomatosis del conejo, en el 
que las tasas elevadas de multiplicación asociadas a niveles altos de virulencia iban 
acompañadas de la formación de un mayor número de lesiones en el conejo, facilitando 
el contacto entre el virus y el vector, mosquitos en Australia y Francia y moscas en Gran 
Bretaña, aumentando así la probabilidad de transmisión del virus (Fenner, 1995; 
Anderson y May, 1982). Aunque no existen trabajos así de detallados en virus de 
plantas, sí existen observaciones empíricas que apoyan la existencia de una correlación 
positiva entre la capacidad de mutiplicación de un virus, su virulencia y su 
transmisibilidad (Power, 1992). Los resultados obtenidos en esta tesis están de acuerdo 
sólo en parte con estas observaciones empíricas y con las consideraciones teóricas de 
los modelos epidemiológicos, debido a la superposición de dos sistemas huésped-
patógeno que no son independientes: tomate y CMV por un lado, y CMV y su RNAsat 
por otro. Así, cuando se considera el segundo de estos dos sistemas huésped-patógeno, 
CMV y su RNAsat, las variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas no 
muestran diferencias significativas en su capacidad de acumulación en el huésped, 
aunque la elevada virulencia de las variantes necrogénicas se correlaciona con su mayor 
capacidad de acumulación y competición en infecciones mixtas con las variantes no 
necrogénicas. Por otra parte, las variantes de RNAsat necrogénicas también se 
transmiten con mayor eficacia que las variantes de RNAsat no necrogénicas a la 
descendencia de CMV. Para el sistema CMV y planta huésped hay datos en la literatura 
que sugieren la existencia de correlación entre niveles altos de multiplicación (y 
posiblemente de virulencia) y niveles altos de transmisión vectorial (Simons, 1957; 
Banik y Zitter, 1990). Sin embargo los resultados de esta tesis demuestran que cuando 
se considera el sistema conjunto CMV, su RNAsat y la planta huésped, la correlación 
entre la virulencia y la probabilidad de transmisión vectorial resulta ser la inversa. De 
hecho las variantes de RNAsat necrogénicas producen una depresión mayor en la 
acumulación de CMV que las variantes no necrogénicas, a la vez que se acumulan 
mejor y resultan más virulentas en tomate. Como muestra la Figura 4.6, la menor 
acumulación del virus auxiliar supone una reducción en la eficacia de transmisión de 
CMV y del propio RNAsat. Esta interrelación concreta entre la virulencia y la 
transmisión de CMV y su RNAsat, pone de manifiesto la importancia epidemiológica 
de una interacción trilateral entre un huésped (tomate), su patógeno (CMV) y un 
hiperparásito del patógeno (RNAsat). 
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 Los modelos teóricos de evolución de la virulencia indican que en la población 
de un patógeno predomina la virulencia de aquellos individuos con la mayor eficacia 
biológica. La eficacia biológica está determinada por la relación entre la virulencia del 
patógeno y su transmisión a través de la expresión de la tasa neta reproductiva de Fisher 
R0 (Ecuación 1.2). Los valores de la tasa neta reproductiva de CMV sin RNAsat y de 
CMV con  variantes de RNAsat necrogénicas y no necrogénicas están representados en 
la Figura 4.9 y predicen la existencia de dos líneas diferentes de evolución de la 
virulencia, dependiendo del número de pulgones por planta (i), que determina la 
probabilidad de transmisión de cada patógeno. Para valores pequeños e intermedios del 
numero de pulgones por planta (i < 10), los aislados de CMV que no mantienen RNAsat 
prevalecen en la población en detrimento de los aislados que mantienen variantes de 
RNAsat necrogénicas en primer lugar y de los aislados que mantienen variantes no 
necrogénicas en segundo lugar. Esta predicción de la evolución de la virulencia de 
CMV y su RNAsat está de acuerdo con la evolución de su estructura genética observada 
en condiciones naturales: en la población de CMV y RNAsat de la costa mediterránea se 
han mantenido los aislados de CMV sin RNAsat, siendo los aislados con RNAsat 
necrogénicos los primeros en disminuir su frecuencia y desaparecer de la población, 
seguidos por los aislados con RNAsat no necrogénicos (Alonso-Prados y col., 1998). 
Para valores superiores del número de pulgones por planta (i ≥ 10), los aislados de 
CMV con RNAsat no necrogénicos se establecerían en la población de CMV y RNAsat, 
desplazando en primer lugar a los aislados con RNAsat necrogénicos y en segundo 
lugar a los aislados sin RNAsat. Estas dos situaciones distintas de evolución de la 
virulencia ilustran bien la predicción de que la evolución de la virulencia de un 
patógeno puede seguir direcciones distintas según sea la interrelación entre su virulencia 
y su transmisión (Anderson y May, 1982; May y Anderson, 1983). En nuestro caso, las 
distintas relaciones entre la virulencia y la transmisión de CMV y su RNAsat vienen 
determinadas por la variación de la probabilidad de transmisión de cada patógeno (β2) 
en función del número de pulgones por planta (i).  
Aunque la predicción del modelo de Anderson y May (1982) coincide con la 
evolución de la población de CMV y su RNAsat a largo plazo, los valores obtenidos 
para la tasa neta reproductiva no explican la aparición y posterior expansión de los 
aislados de CMV con RNAsat causantes de la epidemia de necrosis observada entre los 
años 1986 y 1989 (Jordá y col., 1992). La evolución de la virulencia de un patógeno en 
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condiciones epidémicas viene determinada por su tasa de incremento o dispersión E0. 
Los valores de E0 para CMV sin RNAsat y CMV con variantes de RNAsat necrogénicas 
y no necrogénicas indican que la mayor velocidad de dispersión en tomate corresponde 
a los aislados de CMV sin RNAsat, seguidos de los aislados que mantienen variantes de 
RNAsat no necrogénicas y de los aislados de CMV con variantes de RNAsat 
necrogénicas, independientemente del número de pulgones por planta, aunque este 
parámetro modula las diferencias entre las tasas de dispersión de los distintos patógenos 
(Figura 4.10). El comportamiento de la tasa de dispersión E0 tampoco explica la 
expansión de los aislados de CMV con RNAsat necrogénicos durante los primeros años 
de la epidemia de necrosis. Las razones de tal expansión se han tratado de buscar 
usando modelos que tienen en cuenta factores no considerados en el de Anderson y May 
(1982). 
 Zhang y colaboradores (2000) han propuesto recientemente modelos 
matemáticos que examinan las dinámicas epidemiológicas de los complejos virales 
compuestos por un virus auxiliar y un virus dependiente. Este tipo de interacción es 
relativamente frecuente entre los virus de plantas y puede influir de forma importante en 
la epidemiología de la enfermedad, al permitir distintas vías para la transmisión del 
virus dependiente. El análisis de la dinámica de las poblaciones de plantas sanas y 
plantas infectadas por CMV sin RNAsat y CMV con variantes de RNAsat necrogénicas 
y no necrogénicas se realizó teniendo en cuenta tres supuestos distintos de 
sobreinfección de los aislados de CMV con RNAsat sobre los aislados de CMV, o de 
los aislados con RNAsat necrogénicos sobre los aislados con RNAsat no necrogénicos 
(ver supuestos I, II y II en las Figuras 4.11, 4.12, 4.13 y 4.14). En cada supuesto de 
sobreinfección se ha examinado el papel del número de pulgones por planta (i) y del 
número de acontecimientos de transmisión por unidad de tiempo (β1). Este  análisis de 
la dinámica de las poblaciones de plantas con las distintas infecciones posibles predice 
dos situaciones nuevas con respecto a las descritas por los modelos que no consideran la 
posibilidad de sobreinfección: primero, el mantenimiento a largo plazo de los aislados 
de CMV con RNAsat no necrogénicos incluso para valores bajos del número de 
pulgones por planta; segundo, el mantenimiento a largo plazo de los aislados con 
RNAsat necrogénicos (Figura 4.11).  Tres líneas de evidencia apoyan la suposición de 
que las sobreinfecciones con aislados de CMV con RNAsat son posibles en la 
naturaleza. En primer lugar, la elevada infectividad de los RNAsat puede llevar a 
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menudo a la infección por RNAsat de aislados de CMV libres de ellos (García-Arenal y 
Palukaitis, 1999). En segundo lugar, no parece haber fenómenos de protección cruzada 
entre RNAsat necrogénicos y no necrogénicos, ya que sus infecciones mixtas son 
frecuentes en la naturaleza y se han descrito en los cultivos de tomate de la costa 
mediterránea (Jacquemond y Lot, 1981; Avila-Rincón y col., 1986; Aranda y col., 
1993). En tercer lugar, el análisis de la estructura genética de las poblaciones de CMV y 
su RNAsat en España muestra que los RNAsat se han expandido de forma epidémica 
sobre la población de CMV, y no en asociación con determinados aislados del virus 
(Alonso-Prados y col., 1998).  
El número de acontecimientos de transmisión (β1) y el número de pulgones por 
planta (i), así como la probabilidad de que se produzcan eventos de sobreinfección en el 
campo, son factores epidemiológicos que pueden depender directamente del tamaño de 
las poblaciones de pulgones. Por tanto, es muy probable que las distintas situaciones 
descritas por los modelos epidemiológicos puedan corresponderse con momentos 
distintos a lo largo del desarrollo de la epidemia de necrosis de tomate, en los que la 
predominancia de los aislados de CMV sin RNAsat, o con RNAsat necrogénicos y no 
necrogénicos responda a cambios en el tamaño de las poblaciones de pulgones. De 
hecho, tales cambios cuantitativos se han descrito en la región mediterránea a partir de 
datos de capturas de pulgones en vuelo en localidades de la provincia de Valencia. Los 
resultados de estas prospecciones indican  un aumento considerable del número total de 
capturas de pulgones en la primavera de 1986, coincidiendo con el año de inicio de la 
epidemia de necrosis de tomate. El aumento de las poblaciones de pulgones fue 
acompañado por un aumento de la importancia relativa de A. gossypii en detrimento de 
otras especies como M. persicae o Aphis citricola (Van der Goot), que habían sido más 
abundantes que A. gossypii en las prospecciones realizadas con anterioridad a 1985 
(Hermoso de Mendoza y Moreno, 1989; Melia, 1989). En una prospección realizada en 
la provincia de Castellón entre 1985 y 1994, se detectó un aumento importante de las 
capturas de A. gossypii en el periodo comprendido entre 1986 y 1992, con niveles 
ligeramente más bajos entre 1988-1990. A partir de 1992 las capturas volvieron a 
descender, estabilizándose a niveles algo superiores a los detectados antes de 1986 
(Melia, 1995). Aunque estas prospecciones se realizaron en cultivos de cítricos, la 
coincidencia de los resultados en diferentes localidades podría reflejar un aumento 
general del tamaño de las poblaciones de pulgones en la región, en especial de las 
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poblaciones de A. gossypii. Teniendo en cuenta que esta especie es un vector más eficaz 
que M. persicae en la transmisión de CMV (Kennedy y col., 1962; Raccah y col., 1985; 
Perry, 2000; Fereres, comunicación personal), el aumento del tamaño de sus 
poblaciones en 1986 y su posterior disminución a partir de 1992-1993 podría haber 
influido notablemente en la expansión y posterior desaparición de los aislados de CMV 
con RNAsat necrogénicos. No hemos encontrado datos del tamaño de las poblaciones 
de pulgones en la región con posterioridad a 1994, por lo que no podemos especular 
sobre su posible influencia en la desaparición de los RNAsat de la población de CMV. 
 Por último, cabe destacar que otro factor no analizado en este trabajo podría 
haber contribuido a los cambios de la estructura genética de la población de CMV y su 
RNAsat. La permanencia en la población de un huésped de patógenos con elevados 
índices de virulencia puede ser el resultado de la mutación y posterior selección de 
aquellos mutantes con mayor capacidad de multiplicación en el huésped, aunque su 
elevada virulencia pueda suponer desventajas evolutivas a largo plazo asociadas a la 
inducción en él de una alta tasa de mortalidad. Levin y Bull (1994) propusieron que este 
tipo de selección podría contribuir a la evolución de la virulencia de la meningitis 
bacteriana, la poliomielitis y el SIDA. Los RNAsat de CMV de la costa mediterránea 
han evolucionado por la acumulación secuencial de mutaciones, siguiendo dos líneas 
evolutivas distintas (Aranda y col., 1993; Aranda y col., 1997). El hecho de que los 
RNAsat necrogénicos y no necrogénicos para tomate no evolucionen de forma 
totalmente separada según estas dos líneas evolutivas, y que además entre ellas puedan 
darse acontecimientos de recombinación con cierta frecuencia (Aranda y col., 1997; 
García-Arenal y Palukaitis, 1999), apoyaría la posibilidad de que los RNAsat 
necrogénicos fueran seleccionados a corto plazo frente a los no necrogénicos por su 
elevada capacidad de multiplicación y competición en plantas con infecciones mixtas de 
ambos, a pesar de las desventajas asociadas con su virulencia. 
 
 
 El trabajo desarrollado en esta tesis muestra que la población de CMV con 
RNAsat en cultivos de tomate de la costa mediterránea española evolucionó hacia una 
menor virulencia. El análisis de los factores que determinan la eficacia biológica de este 
patógeno ha servido para realizar predicciones sobre la evolución de la virulencia de 
CMV y su RNAsat, basadas en consideraciones estrictamente teóricas. El análisis de la 
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virulencia de este patógeno en condiciones naturales ha permitido contrastar 
experimentalmente tales predicciones indicando la validez de los modelos 
epidemiológicos sobre evolución de la virulencia aplicados a un virus de plantas. En el 
caso de CMV y su RNAsat, estos modelos epidemiológicos han servido para investigar 
el importante papel en la evolución de este patógeno de algunos factores ecológicos 
difíciles de analizar de forma experimental, como es la interacción entre las poblaciones 
de un huésped, de un patógeno y de sus vectores.  
 Los resultados de esta tesis son además relevantes en cuanto a la utilización 
racional de las variantes de RNAsat atenuantes en programas de control biológico de 
CMV, ya sea en programas de protección cruzada o mediante su expresión transgénica 
en plantas (Tien y Wu, 1991; Gallitelli, 1998). Los ensayos de protección cruzada en 
campo han rendido resultados prometedores y en ellos no se han detectado cambios de 
patogenicidad de las variantes de RNAsat atenuantes utilizadas (Gallitelli y col., 1997). 
Sin embargo, la gran influencia que los factores ecológicos pueden tener en la evolución 
de la virulencia de CMV y su RNAsat en condiciones naturales implica riesgos 
importantes en la utilización de estas estrategias como método generalizado de control 
de las enfermedades producidas por CMV.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.- CONCLUSIONES 
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 Entre 1986 y 1992 se produjo una epidemia de necrosis sistémica en los cultivos 
de tomate de la costa mediterránea española causada por CMV con RNAsat. La 
incidencia de la necrosis disminuyó progresivamente desde 1989 hasta desaparecer a 
partir de 1992. En esta tesis se ha realizado el estudio de la evolución de la virulencia de 
CMV y su RNAsat en los cultivos de tomate de la costa mediterránea y se han analizado 
los factores que determinaron dicha evolución. Los resultados obtenidos pueden 
resumirse en las siguientes conclusiones:  
 
1ª Los cambios de incidencia del síndrome de necrosis de tomate observados en la 
zona afectada por la epidemia pueden explicarse por la evolución de la población 
de CMV y su RNAsat hacia una menor virulencia. 
 
2ª El análisis de los factores de la eficacia biológica del RNAsat en el sistema 
huésped-patógeno formado por CMV y su RNAsat muestra que las variantes 
necrogénicas compiten favorablemente en infecciones mixtas frente a las variantes 
no necrogénicas, se transmiten con mayor probabilidad a la descendencia de CMV, 
y deprimen con más intensidad que las variantes no necrogénicas la acumulación de 
CMV en los tejidos infectados.  
 
3ª Cuando se considera el sistema huésped-patógeno formado por CMV y su RNAsat 
en tomate, la mayor eficacia biológica corresponde a los aislados de CMV libres de 
RNAsat, que presentan mayor probabilidad de transmisión que los aislados con 
RNAsat no necrogénicos, y éstos a su vez, se transmiten más eficazmente que los 
aislados con RNAsat necrogénicos.   
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4ª El análisis de los factores de la eficacia biológica del patógeno en el sistema 
formado por CMV y su RNAsat en tomate ha permitido encontrar una relación 
experimental entre los parámetros epidemiológicos de virulencia y transmisión de 
este patógeno, que determinan la evolución de su virulencia. Ambos parámetros se 
correlacionan de forma negativa para valores altos de la virulencia, es decir, cuando 
los RNAsat necrogénicos se asocian con CMV. 
 
5ª Los modelos epidemiológicos de coevolución huésped-patógeno predicen que la 
evolución de la virulencia de CMV y su RNAsat puede depender además del 
tamaño de las poblaciones de pulgones. Así, los cambios de tamaño de estas 
poblaciones pueden explicar tanto la evolución observada en condiciones naturales 
hacia un menor grado de virulencia como la expansión epidémica de los RNAsat, 
en especial de los necrogénicos, en la población de CMV. 
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